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RÉSUMÉ 
Introduction : La fibrose kystique (FK) est une maladie génétique mortelle qui touche 
principalement les poumons et l’appareil digestif. Elle est causée par des mutations sur le 
gène codant la protéine du CFTR, un canal chlore exprimé à la surface des organes à 
sécrétions exocrines. Les fonctions principales du CFTR sont les suivantes: 1) la régulation 
de l’homéostasie ionique des sécrétions; 2) le maintien de la fluidité des sécrétions et; 3) le 
transport du glutathion. Le dysfonctionnement de la protéine du CFTR rend les sécrétions 
visqueuses et épaisses, avec des phénomènes obstructifs qui sont responsables de 
l’apparition de fibrose au sein des divers organes. Dans le poumon, l’accumulation du 
mucus épais rend difficile l’élimination des bactéries inhalées, ces dernières établissent 
alors des cycles d’infection qui endommagent les tissus pulmonaires à travers des processus 
inflammatoires. Dans le tube digestif, le mucus épais entrave l’absorption d’une quantité 
suffisante d’éléments nutritifs incluant les principaux antioxydants. L’infection et 
l’inflammation des poumons favorisent l’apparition d’un stress oxydant qui détruit 
davantage le tissu pulmonaire. Le déficit en glutathion, probablement lié au 
dysfonctionnement de la proteine du CFTR, et la malabsorption des antioxydants favorisent 
l’augmentation du stress oxydant. Une augmentation du stress oxydant a été démontrée au 
cours du diabète et les produits dérivés du stress oxydant ont été mis en évidence dans la 
pathogenèse des complications associées au diabète. Une augmentation du stress oxydant a 
également été montrée durant la FK, mais sans pour autant expliquer la survenue du diabète 
secondaire à la FK dont la prévalence augmente sans cesse. Objectifs : Notre étude 
consiste à évaluer l’impact du stress oxydant dans les anomalies du métabolisme du glucose 
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durant la FK, et à étudier son rôle dans les mécanismes de sécrétion d’insuline induite par 
le glucose. Pour ce faire, nous avons déterminé l’impact de la peroxydation lipidique sur la 
tolérance au glucose et la défense antioxydante globale, in vivo, chez des patients FK 
présentant une altération du métabolisme du glucose. De plus, nous avons évalué le rôle du 
stress oxydatif sur la synthèse et la sécrétion d’insuline, in vitro, dans les cellules 
pancréatiques TC-tet. Résultats : Dans l’étude in vivo, nous avons démontré que 
l’intolérance au glucose et le diabète étaient associés à une augmentation de la 
peroxydation lipidique, traduite par la hausse des niveaux sanguins de 4-hydroxynonenal lié 
aux protéines (HNE-P). La défense antioxydante évaluée par la mesure du glutathion 
sanguin démontre que les niveaux de glutathion oxydé  restent également élevés avec 
l’intolérance au glucose. Dans l’étude in vitro, nos résultats ont mis en évidence que 
l’exposition de la cellule TC-tet au stress oxydant: 1) induit un processus de peroxydation 
lipidique; 2) augmente la sécrétion basale d’insuline; 3) diminue la réponse de la sécrétion 
d’insuline induite par le glucose; et 4) n’affecte que légèrement la synthèse de novo de 
l’insuline. Nous avons aussi démontré que les cellules pancréatiques TC-tet résistaient au 
stress oxydant en augmentant leur synthèse en glutathion tandis que la présence d’un 
antioxydant exogène pouvait restaurer la fonction sécrétoire de ces cellules. Conclusion : 
Le stress oxydant affecte le fonctionnement de la cellule pancréatique  de plusieurs 
manières : 1) il inhibe le métabolisme du glucose dont les dérivés sont nécessaires à la 
sécrétion d’insuline; 2) il active la voie de signalisation impliquant les gènes pro-
inflammatoires et; 3) il affecte l’intégrité membranaire en induisant le processus de 
peroxydation lipidique. 
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ABSTRACT 
Introduction: Cystic fibrosis (CF) is the most prevalent lethal genetic disorder affecting 
mostly lungs and the gastro-intestinal tract. CF is caused by mutations in the gene encoding 
the CFTR protein, a chloride channel expressed in organs with exocrine secretions. The 
main functions of the CFTR channel are the following: 1) regulation of electrolyte 
composition of secretions; 2) maintenance of fluid secretions and; 3) transport of 
glutathione. The CFTR protein dysfunction leads to thick and viscous secretions with 
obstructive phenomena responsible for fibrosis occurence in various organs. In the lungs, 
accumulation of the thick mucus reduces their capacity to eliminate inhaled bacteria 
responsible for repeated infections and pulmonary tissue damage through inflammatory 
processes. In the gastro-intestinal tract, the thicknened micus leads to nutritive elements and 
the major antioxidants malabsorption. Increased oxidative stress has been associated with 
the onset of diabetes and oxidative stress by-products have been involved in the 
pathogenesis of diabetic complications. Increased oxidative stress has also been shown in 
CF but the relationship between oxidative stress and the occurrence of CF-related diabetes 
(CFRD) remains unclear. Objectives: Our study aims to investigate the role of oxidative 
stress in the impaired glucose metabolism in CF patients and its relation with the altered 
glucose-stimulated insulin secretion process. We first determined the impact of lipid 
peroxidation on glucose tolerance and the antioxidant status in CF patients with altered 
glucose tolerance. Secondly, we evaluated the role of oxidative stress on insulin synthesis 
and secretion in the murine pancreatic -cell line TC-tet. Results: In CF patients, we 
demonstrated that conditions of glucose intolerance and diabetes are associated with 
  
 
v
increased lipid peroxidation as seen with increased blood levels of 4-hydroxynonenal 
bound to proteins (HNE-P). The antioxidant status evaluated with blood levels of 
glutathione showed a strong correlation between levels of oxidized glutathione and glucose 
intolerance. Acute exposure of TC-tet to oxidative stress led to: 1) increased lipid 
peroxidation marker levels; 2) increased insulin release in basal conditions; 3) altered 
glucose-stimulated insulin secretion process and; 4) no effect on the insulin synthessis 
pathway. We also demonstrated that pancreatic TC-tet cells can fight against oxidative 
stress by upregulating their glutathione synthesis whereas the presence of an exogenous 
antioxidant can restore their secretory function. Conclusion: Oxidative stress can induce -
cell dysfunction through many pathways: 1) it inhibits the glucose metabolism and its by-
products which are required for insulin secretion, 2) it activates the signalling pathway 
involving the pro-inflammatory genes and; 3) it damages the cell structure by inducting the 
lipid peroxidation process. 
Keywords: Cystic fibrosis, oxidative stress, lipid peroxidation, insulin secretion, diabetes. 
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1.1 FIBROSE KYSTIQUE : GÈNE ET PROTÉINE DU CFTR  
1.1.1 HISTORIQUE 
 
La fibrose kystique du pancréas (FK) est aussi connue sous le nom de cystic fibrosis 
(CF) ou mucoviscidose (mucus visqueux). Elle représente une maladie génétique de 
transmission autosomique récessive dont la fréquence varie selon les groupes ethniques, 
avec une forte prévalence dans les populations d’origine caucasienne. Au Canada, la FK 
affecte en moyenne un nouveau-né sur 3 600 [1] tandis qu’au Québec elle touche une 
naissance sur 1 200, une proportion estimée à une personne sur 20 [2]. Selon le rapport du 
registre canadien pour l’année 2007, une personne sur 25 correspond à un porteur 
asymptomatique de la mutation responsable de la FK. 
 
Les premières observations de la maladie datent du XVIème siècle mais l’absence de 
corrélation entre les différents symptômes et la maladie rendait le diagnostic difficile. Vers 
la fin des années 1930, le Dr Fanconi et son équipe décrivent pour la première fois cette 
maladie au cours des bronchiectasies (dilatation des bronches) survenant en majorité chez 
les enfants. Avec une espérance de vie moyenne de 5 ans pour les malades à cette époque, 
la FK était rare chez l’adulte et n’était par ailleurs identifiée qu’après le décès de l’enfant 
qui survenait à la suite de complications pulmonaires ou pour cause de malnutrition. 
L’origine génétique de la FK est découverte dans les années 1940 [3] et l’anomalie de 
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transport des électrolytes est découverte par Di Sant’Agnese et ses collaborateurs en 1953 
[4]. En 1983, Quinton et ses collaborateurs découvrent qu’une anomalie dans le transport 
des ions chlorures (Cl-) est à l’origine de la maladie [5]. Dès lors, la mesure systématique 
de la concentration en ions chlorures dans la sueur est devenue un outil de diagnostic 
incontournable pour le dépistage de la FK. En 1985, les travaux de recherche sur la FK 
aboutissent à l’identification et à la localisation du gène cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR) [6] dont les mutations sont à l’origine de la maladie. La 
caractérisation de la protéine du CFTR, codée par le gène du CFTR, dont l’absence et/ou le 
dysfonctionnement sont impliqués dans la FK survient en 1989 après d’intenses travaux 
biochimiques électrophysiologiques [7-9]. 
 
1.1.2 PATHOPHYSIOLOGIE 
 
Les manifestations de la FK surviennent dans la majorité des organes à sécrétions 
exocrines (figure 1) comme les voies respiratoires, le tractus gastro-intestinal, les glandes 
sudoripares et les organes sexuels. L’expression de la protéine du CFTR au sein de ces 
différents organes permet le passage des ions chlorures, assure la composition 
électrolytique des sécrétions organiques et favorise la fluidité de ces dernières. 
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Figure 1 : Principaux organes touchés par la fibrose kystique 
 
  Tirée de : www.planetegene.com 
 
Le dysfonctionnement de la protéine du CFTR en qualité de canal chlore est à 
l’origine d’un défaut de sécrétion d’ions chlorures et d’eau au niveau des épithélia 
respiratoires. La réduction et/ou la suppression du transport des ions chlorures au niveau de 
ces épithélia cause une hyper-absorption de sodium et d’eau à partir de la lumière pour 
produire un mucus déshydraté et visqueux. La présence d’un tel mucus engendre des 
phénomènes obstructifs qui conduisent à long terme à la destruction du tissu pulmonaire 
[10, 11]. L’insuffisance respiratoire représente la majeure cause de mortalité chez les 
patients FK et la détérioration de la fonction pulmonaire survient par ailleurs suite à une 
inflammation chronique aggravée par des infections bactériennes récurrentes par des 
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germes spécifiques comme Staphylococcus aureus (SA), Haemophilus influenzae (HI) et 
Pseudomonas aeruginosa (PA). 
 
Parallèlement à ce qui est observé dans les poumons, une sécrétion altérée de Cl- est 
à l’origine de la production d’un mucus épais responsable de l’obstruction des canaux 
pancréatiques. Les enzymes digestives sont alors séquestrées au niveau du pancréas où elles 
s’activent prématurément en entraînant la fibrose et la destruction de l’organe. Par ailleurs, 
l’absence de sécrétion d’ions chlorures produit un suc pancréatique appauvri en eau et en 
ions bicarbonates [12-15] ainsi qu’en enzymes pancréatiques [16], favorable à la 
précipitation des sécrétions acineuses riches en protéines [17]. Ces précipitations forment 
des obstacles ductulaires responsables de l’atrophie du pancréas qui donnent 
progressivement naissance à une insuffisance pancréatique qui devient symptomatique 
lorsque environ 98% de la fonction pancréatique a disparu [18]. Les analyses des lésions 
histologiques du pancréas montrent une obstruction des canaux proximaux par des 
sécrétions visqueuses, des acini peu développés voire détruits, une surcharge lipidique et la 
destruction progressive du tissu pancréatique fonctionnel par la fibrose [13, 19-21]. 
L’évolution de l’insuffisance pancréatique exocrine vers l’atrophie du pancréas en général 
et l’extension de la fibrose jusqu’au pancréas endocrine en particulier, notamment les îlots 
de Langerhans, sont retenues comme les principales causes favorisant la survenue du 
diabète secondaire à la FK ou cysic fibrosis related-diabetes (CFRD). Le CFRD apparaît 
majoritairement chez les malades ayant une insuffisance pancréatique exocrine ainsi que 
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ceux souffrant d’insuffisance respiratoire [22], devenant ainsi une importante complication 
de la FK qui est associée à une augmentation de la mortalité et de morbidité [23]. 
 
Un tiers des patients FK possède des défauts dans les fonctions hépatiques à cause 
de l’obstruction des petites voies biliaires qui est à l’origine d’un défaut de sécrétion des 
acides biliaires et de la survenue de cirrhose biliaire. Des sécrétions visqueuses et épaisses 
vont perturber les fonctions digestives et métaboliques tant au niveau hépatique qu’au 
niveau intestinal. Plus de 10% des enfants touchés par la FK présentent une obstruction de 
l’intestin par un méconium anormalement épais et visqueux (iléus méconial) résultant 
d’une sécrétion d’enzymes pancréatiques insuffisante. L’adhésion du méconium aux 
cellules des villosités intestinales va créer une barrière physicochimique qui limite la 
diffusion et l’absorption des nutriments [24]. De manière concomitante, le pool réduit 
d’acides biliaires est mal réabsorbé dans l’iléon [19] et majore par la même occasion la 
malabsorption lipidique [25]. La stéatorrhée qui émane de la malabsorption lipidique va 
induire un déséquilibre prononcé au niveau de la balance énergétique et favoriser le 
développement d’une malnutrition [26-28], faisant de l’atteinte gastro-intestinale la 
deuxième cause de mortalité chez les malades FK. 
 
Divers progrès ont été réalisés dans le domaine de la recherche clinique et 
fondamentale si bien que l’espérance de vie moyenne des patients FK a considérablement 
augmenté, passant de 17 ans au cours de la dernière décennie à 34 ans de nos jours [29]. 
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Cependant, cette prolongation de la vie a été associée à l’apparition de nouvelles 
complications associées à la maladie telles que le diabète, l’ostéoporose et l’agénésie 
bilatérale des canaux déférents. L’implication du CFRD comme complication sévère de la 
maladie est souvent citée dans la hausse de la mortalité et de la morbidité des patients. 
Cependant, l’amélioration des conditions de vie des malades repose essentiellement sur la 
kinésithérapie respiratoire, l’antibiothérapie pour lutter contre l’infection bronchique et la 
prise en charge digestive et nutritionnelle. 
 
1.1.3 GÈNE DU  
1.1.3.1 Description du gène du 
 
Le gène du CFTR se localise sur le bras long du chromosome 7 [6] au niveau du 
locus q31 [7-9]. Ce gène de 250 kilobases (figure 2) est constitué de 27 exons et code pour 
la glycoprotéine de 1 480 acides aminés [6-9]. 
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Figure 2 : Du gène du  à la protéine du CFTR 
 
Tirée de : www.chromosome7.htmlplanet.com
 
1.1.3.2 Mutations du gène du  
 
La présence de mutations dans le gène du CFTR est à l’origine des manifestations 
cliniques de la FK à travers l’expression d’une protéine du CFTR non fonctionnelle. Plus 
de 1600 mutations distinctes, en majorité ponctuelles, ont été identifiées à ce jour et 
répertoriées au sein d’un consortium international d’études des mutations du gène CFTR 
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Ces nombreuses mutations ont été classées selon 
leur fréquence d’apparition dans la fibrose kystique et elles englobent : 
  
 
9
 42% de mutations faux-sens 
 16% d’insertions ou délétions décalant le cadre de lecture 
 14,5% de variations de séquences 
  12,5% de mutations entraînant un défaut d’épissage 
 3% de larges insertions/délétions 
 2% de courtes insertions/délétions respectant le cadre de lecture 
 0,5% de mutations dans le promoteur du gène. 
 
Les mutations sont regroupées en six classes selon le niveau d’altération de la 
protéine du CFTR [30], allant du simple dysfonctionnement à l’absence d’expression de la 
protéine en passant par la réduction de son expression au niveau de la membrane plasmique 
des organes. À l’époque de sa découverte, la principale mutation identifiée sur le gène 
CFTR représentait une délétion de trois paires de bases à cheval sur les codons 507 (ATC) 
et 508 (TTT) au niveau de l’exon 10 [9]. Les deux nucléotides provenant du codon 507 
(AT) et le nucléotide provenant du codon 508 (T) reconstituent un codon ATT (isoleucine) 
sans perturbation du cadre de lecture ni changement de sens du codon 507. Cette délétion, 
bien que courte, entraîne la perte d’un résidu de phénylalanine en position 508 de la 
protéine du CFTR (figure 3); on parle alors de la mutation F508 à l’origine de la fibrose 
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kystique. La mutation F508 est retrouvée sur près de 70% des malades, devenant ainsi 
« la » mutation responsable de la FK. Toutefois, ce chiffre bien qu’important, ne rend pas 
compte de la grande disparité dans la distribution des mutations impliquées dans la maladie. 
 
Figure 3 : Délétion de la phénylalanine en position 508 dans la protéine du CFTR 
 
Tirée de Bienvenu et al. [31] 
 
Les mutations de classe 1 regroupent celles qui provoquent un arrêt prématuré de 
la traduction aboutissant à une protéine tronquée ou à l’absence de la protéine, et les 
mutations qui aboutissent à la production d’une protéine aberrante.  
De manière générale, les mutations de cette classe induisent une absence de 
synthèse de la protéine du CFTR car elles englobent les mutations affectant le cadre de 
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lecture (ex. : 394delTT) dites « frameshift », les mutations non-sens (ex. : G542X) et les 
mutations affectant l’épissage des introns (ex. : 1717-1GA). Les mutations de classe 2 
conduisent à un défaut de maturation et une absence de glycosylation de la protéine qui ne 
se rend pas correctement à la membrane cellulaire. Cette classe comporte des mutations 
faux-sens (ex. : N1303K) ou des délétions d’acides aminés (ex. : F508). Les mutations de 
classe 3 affectent, quant à elles, la régulation de l’activité du canal Cl- de la protéine. Ce 
sont des mutations faux-sens (ex. : G551D) localisées dans les exons codant pour les 
domaines de liaison à l’adénosine triphosphate (ATP). Les mutations de classe 4 altèrent la 
conduction ionique et représentent des mutations faux-sens (ex. : R117H) retrouvées dans 
les exons codant pour les domaines transmembranaires de la protéine. Les mutations de 
classe 5 altèrent la stabilité de l’ARN messager (ARNm). Elles se localisent soit dans le 
promoteur, soit dans les sites d’épissage du gène CFTR (3849+10kbCT), soit sur sa 
partie codante avec des mutations faux-sens (ex. : A455E). Ces mutations conduisent à une 
synthèse protéique réduite [32]. Les mutations de classe 6 conduisent essentiellement à une 
réduction de la stabilité de la protéine du CFTR au niveau de la membrane plasmique [32]. 
En effet, la protéine fonctionnelle est capable d’atteindre la membrane plasmique, mais elle 
est rapidement dégradée par le protéasome [33-35]. 
  
 
12
 
Figure 4 : Classes de mutations et leurs effets sur la protéine du CFTR 
Tirée de Tsui et al.[36] 
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1.1.3.3 Incidence des mutations sur la pathologie 
 
Le développement clinique de la FK au sein des différents organes qu’elle affecte 
présente une sévérité qui peut être variable d’un patient à un autre, allant de l’insuffisance 
pancréatique à la détresse respiratoire en passant par la cirrhose hépatique. Encore 
aujourd’hui, aucune corrélation stricte n’a pu être établie entre la nature de la mutation 
(génotype) et la manifestation clinique de la maladie (phénotype). Par exemple, 
l’insuffisance pancréatique semble survenir chez la majorité (90%) des patients 
homozygotes pour la mutation F508 alors que les patients hétérozygotes pour cette 
mutation (30%) ainsi que les porteurs d’autres mutations (non F508) sont exemptés de 
troubles pancréatiques [37-39]. L’insuffisance pancréatique serait associée à la présence de 
deux mutations dites « sévères », tandis qu’un patient porteur d’une mutation « sévère » et 
d’une mutation « modérée » restera suffisant pancréatique [37, 40]. Les mutations 
« sévères » englobent les mutations non-sens, celles affectant les séquences consensus 
d’épissage et celles entraînant un décalage du cadre de lecture alors que les mutations 
« modérées » sont représentées essentiellement par les mutations faux-sens [41]. Dans le 
cadre de l’atteinte pulmonaire, l’on pense que la présence de deux mutations « sévères », 
surtout la mutation F508, accroît la susceptibilité aux infections bactériennes pulmonaires 
de manière plus précoce comparativement à la présence d’au moins une mutation 
« modérée » [38, 42, 43]. 
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 L’on pense que le développement de la FK est influencé par les facteurs 
environnementaux ainsi que d’autres facteurs génétiques [44, 45], distincts du locus codant 
pour la protéine du CFTR, que l’on appelle « gènes modificateurs » [46-50]. Ces gènes 
modificateurs peuvent contrôler l’expression phénotypique de la maladie en modulant la 
susceptibilité à l’infection du patient ou en activant des canaux chlorures différents de la 
protéine du CFTR[51]. Un exemple bien connu de gène modificateur concerne le gène 
MBL (mannose-binding lectin), et la protéine qu’il code, qui est associé à la sévérité de la 
maladie pulmonaire durant la FK. La protéine MBL appartient au système immunitaire et 
sert à l’activation du complément et des mutations dans ce gène ont été observées 
uniquement chez des patients FK ayant une détresse respiratoire une fois infecté par PA 
[52, 53]. L’atteinte pulmonaire chronique durant la FK repose sur le déséquilibre continuel 
entre les molécules pro- (neutrophiles et protéinases) et anti-inflammatoires (anti-
protéinases) comme 1-AT [54]. L’infection des voies respiratoires par PA semble survenir 
de manière systématique chez les patients porteurs des allèles mutés de 1-AT [50]. 
Finalement, le locus CMF1 retrouvé dans le chromosome 19 semble induire l’apparition 
d’un iléus méconium chez les patients porteurs de deux mutations sévères [55]. L’existence 
des gènes modificateurs repose sur des données recueillies avec peu de patients et au cours 
d’études répétées, cela soulève la difficulté de la validation de leur impact dans la 
modulation du phénotype des patients au cours de la maladie la FK. 
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1.1.3.4 Incidence des mutations dans la population 
 
La caractérisation des diverses mutations retrouvées dans le gène du CFTR permet 
désormais une meilleure compréhension de la maladie FK. L’incidence de la maladie 
dépend fortement de l’origine ethnique puisqu’elle affecte une naissance sur 3 000 dans les 
populations d’origine caucasienne [56], une naissance sur 15 000 dans la population afro-
américaine [57] ou une naissance sur 350 000 au Japon [58]. Les mutations qui induisent 
une absence de synthèse et/ou de maturation de la protéine telles que F508 et G542X sont 
très présentes au sein des populations caucasiennes où elles semblent leur conférer un 
avantage sélectif face à certaines maladies. En effet, la présence d’un allèle CFTR muté 
(hétérozygotie) confère au porteur une certaine résistance au choléra, la fièvre typhoïde et 
la tuberculose [59]. Il semblerait que la diminution de l’expression et de la fonction de la 
protéine du CFTR diminuent également les sécrétions fluides (diarrhées) induites par la 
toxine cholérique ou l’entérotoxine d’Escherichia coli [60-62]. Cette observation nécessite 
néanmoins d’être confirmée, puisque certains auteurs ont démontré l’absence de différences 
de sécrétions d’ions chlorures entre les populations hétérozygotes et homozygotes pour la 
mutation du gène du CFTR [63].  
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1.1.4 PROTÉINE DU CFTR 
1.1.4.1 Biosynthèse 
  
La protéine du CFTR se localise majoritairement à la surface apicale des organes à 
sécrétions exocrines. Comme toutes les protéines membranaires, elle est synthétisée dans le 
réticulum endoplasmique (RE) sous forme d’un précurseur qui va ensuite subir un 
processus de maturation complexe (N-glycosylation) sur des résidus en position 894 et 900 
sur les boucles extracellulaires. Le précurseur non glycosylé de la protéine du CFTR (forme 
A) a un poids moléculaire avoisinant 130 kDa. Il est glycosylé au niveau du RE pour 
donner une forme immature de 140 kDa appelée core-glycosylée (forme B), riche en 
mannoses et sensible à l’action de l’enzyme endoglycosidase H (Endo H) [64-66]. La forme 
mature ou complexe glycosylé (forme C) est formée dans l’appareil de Golgi, où les 
mannoses sont remplacés par des glucides complexes. Cette forme de 170 kDa est 
insensible à l’action de l’Endo H mais sensible à l’enzyme peptide N-Glycanase F. Malgré 
un processus de maturation étroitement contrôlé, une proportion de près de 70% de la 
forme B reste séquestrée au niveau du RE et est rapidement dégradée, alors que seul 30% 
de la forme B atteint l’appareil de Golgi pour la maturation en forme C. Les processus de 
glycosylation et de repliement de la protéine du CFTR, tels que décrits dans la figure 5, 
sont des évènements complexes qui limitent fortement sa maturation en dépit de toute 
mutation [67-70]. 
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Figure 5 : Mutation F508 et dégradation de la protéine du CFTR 
 
Tirée de Vankeerberghen et al. [30] 
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1.1.4.2 Structure 
 
La protéine du CFTR appartient à la superfamille des protéines ATP-binding
cassette (ABC) [71], des protéines de transport utilisant l’ATP comme source d’énergie 
pour véhiculer des substrats contre un gradient de concentration. Cette protéine forme un 
canal transmembranaire dont l’activité est régulée par l’adénosine monophosphate cyclique 
(AMPc) [72] et qui assure la sécrétion des fluides au sein des organes qui l’exprime. 
L’analyse de la séquence primaire de la protéine montre qu’elle possède cinq domaines 
distincts [73] répartis de la manière suivante :  
 Deux groupes d’hélices -hydrophobes; membrane-spanning domains 
(MSD1 et MSD2) comprenant chacun 6 domaines transmembranaires; 
transmembrane domains (TMDs) permettent l’insertion de la protéine dans 
la membrane plasmique en formant un canal. 
 Deux domaines intra-cytoplasmiques hydrophiles; nucleotide-binding
domains (NBD1 et 2) assurent la liaison de l’ATP. 
 Un domaine régulateur (R) détermine l’ouverture et la fermeture du canal.  
Le domaine R contient plusieurs sites de phosphorylation par des protéines kinases (PK) [8] 
et l’on pense que c’est la phosphorylation des résidus sérine par la PKA [67, 74], en 
présence d’AMPc, qui active la fonction canal [71, 75]. La PKC participe également à la 
régulation du canal en potentialisant l’action de la PKA [76-78]. Selon la séquence 
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d’évènements décrits dans la figure 6, la phosphorylation du domaine R favorise 
l’hétérodimérisation des 2 domaines NBD1 et 2 en favorisant la fixation et l’hydrolyse des 
molécules d’ATP pour le contrôle de l’ouverture du canal [71, 75, 79, 80]. 
 
Figure 6 : Structure et fonctionnement du canal CFTR 
 
Tirée de Li et al. [81] 
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1.1.4.3 Fonction 
 
L’épithélium des organes qui expriment la protéine du CFTR étant essentiellement 
de type sécréteur, la sécrétion de Cl- et l’absorption de sodium (Na+) sont des éléments 
majeurs pour leur fonctionnement. Dans les glandes exocrines, le canal CFTR favorise le 
passage des ions Cl- et bicarbonates (HCO3-) de l’intérieur de la cellule vers la lumière de 
l’organe, sauf pour les glandes sudoripares où la sécrétion se fait dans le sens inverse [7, 8, 
82, 83]. La fonction du canal CFTR n’est pas exclusive au transport des ions Cl-, mais elle 
est hautement spécifique aux anions incluant les ions halogénures (Br-, I- et F-) [84, 85] et 
les ions polyatomiques (NO3-, HCOO- et CH3COO-) [86-88]. Il a par ailleurs été démontré 
que le canal CFTR est aussi impliqué dans la perméabilité et l’homéostasie du glutathion, 
un peptide essentiel dans la protection cellulaire contre les dommages occasionnés par des 
molécules oxydantes [89-91].  
 
Le transit membranaire des ions Cl- est important pour l’aboutissement de 
nombreux processus physiologiques tels que la régulation du pH intracellulaire, le 
fonctionnement d’enzymes impliquées dans les processus d’endocytose, le recyclage 
membranaire et le maintien du volume cellulaire [92]. Des mutations qui affectent la 
fonctionnalité du canal CFTR (F508) empêchent l’interaction entre les domaines NBD et 
les parties transmembranaires MSD, conférant ainsi à la protéine mutée une faible 
conductance vis-à-vis des ions Cl- [74, 93]. Dans la FK, le défaut de transport de chlore 
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affecte indirectement le passage d’autres ions et, ainsi, le transit des molécules [5], ce qui 
démontre que le canal CFTR module l’activité d’autres canaux ioniques de la famille des 
protéines ABC [30]. Il participe en particulier à l’activation du canal chlorure Outward 
Rectifiying Chloride Channel (ORCC), inhibe le canal sodique Epithelial Sodium Channel 
(ENaC) et contrôle l’activation des canaux potassiques Renal Outer Medullary Potassium 
Channel (ROMK) [94, 95]. En plus d’assurer directement le transport des ions HCO3-, le 
canal CFTR assure leur sécrétion par couplage avec un échangeur Cl-/HCO3- dans les 
canaux pancréatiques [96, 97] et les intestins [98]. 
 
Hormis son interaction avec les autres protéines de la famille ABC, la protéine du 
CFTR est capable, grâce à la présence de motifs essentiels à ses extrémités N et C 
terminales, d’interagir avec d’autres protéines (figure 7). L’extrémité N-terminale interagit 
avec les protéines de la famille SNAp REceptor (SNARE), impliquées dans le trafic 
cellulaire et en particulier la fusion vésiculaire [99]. Parmi ces protéines, la syntaxine 1A 
est connue pour inhiber l’activité AMPc dépendante de la protéine [100] en rompant les 
interactions interdomaines existant au sein de la protéine [101]. Par ailleurs, l’interaction de 
la protéine du CFTR avec la protéine SNAP23 facilite son ancrage dans la membrane 
plasmique [102]. Des interactions entre l’extrémité N-terminale de la protéine du CFTR et 
les filamines, des protéines impliquées dans le pontage des molécules d’actine, ont été 
démontrées récemment, elles assureraient l’ancrage et la stabilité membranaire de la 
protéine du CFTR [103]. L’extrémité C-terminale quant à elle possède une séquence 
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consensus DTRL, située entre les résidus 1477 et 1480, qui est reconnue par les domaines 
PDZ des protéines [104-106]. Ces domaines PDZ (PSD-95/Dlg/ZO-1) représentent des 
motifs de 90 acides aminés capables d’interagir avec l’extrémité C-terminale de certaines 
protéines cibles. L’on pense que l’interaction entre les domaines PDZ et la protéine du 
CFTR n’influence aucunement l’activité canal mais favorise plutôt son ancrage [107] et sa 
stabilité [108]. Cinq protéines possédant des domaines PDZ sont capables de se lier à la 
protéine du CFTR : 
 Na+-H+ Exchange-Regulatory Factor (NHE-RF1) [105] 
 CFTR Associated Ligand (CAL) [106] 
 CFTR Associated Protein70 (CAP70) [104] 
 Intestinal and Kidney Enriched PDZ Protein (IKEPP) [109] 
L’interaction entre la protéine du CFTR et NHE-RF1 favorise la migration de la protéine 
vers la membrane plasmique tandis que son interaction avec CAL favorise sa séquestration  
dans la cellule [106, 110]. 
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Figure 7 : Protéine du CFTR et ses interactions protéiques 
 
Tirée de Li et al. [111]. 
 
L’ajustement du pH intracellulaire par le canal CFTR, surtout l’acidification des 
organelles, procure aux enzymes des lysosomes un pH optimal pour détruire les bactéries 
phagocytées par les macrophages. Plusieurs études réalisées in vitro ont démontré que le 
manque de fonctionnalité du canal CFTR dans les cellules phagocytaires rend leur pH 
intracellulaire basique [112, 113] et par conséquent les rend incapables de lyser les 
bactéries phagocytées qui continuent alors d’y proliférer [114]. La prolifération des agents 
pathogènes SA et PA dans les cellules épithéliales pulmonaires des patients FK est 
caractéristique d’un défaut d’acidification du pH dans les phagolysosomes [115, 116]. 
D’autre part, la protéine du CFTR joue un rôle important dans les réponses immunitaire et 
inflammatoire ainsi que dans la défense antimicrobienne [117] en raison de sa perméabilité 
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aux thiocyanates [118, 119]. Ces molécules jouent un rôle important dans la défense 
antibactérienne des lactoperoxydases et le dysfonctionnement du canal CFTR; en fait  le 
déficit en thiocyanates pourrait expliquer la défaillance en lactoperoxydases au cours de la 
réponse immunitaire induite par la maladie [120]. De manière générale, le 
dysfonctionnement du canal CFTR entraîne une augmentation de la susceptibilité à 
l’infection (poumon), perturbe le processus de maturation (sulfatation et glycosylation) des 
mucines, altère le trafic cellulaire (fusion vésiculaire), inhibe les mécanismes de transport 
(lipides) et réduit les mouvements d’endo et exocytose (récepteurs membranaires) [99, 100, 
102, 103, 121-123]. L’établissement d’infections pulmonaires chroniques est responsable, 
en grande partie, de la survenue de processus inflammatoires durant la FK; des processus 
inflammatoires qui sont à l’origine du stress oxydant et de la destruction tissulaire des 
principaux organes affectés par la maladie [124-130]. 
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Figure 8 : Représentation des diverses fonctions de la protéine du CFTR 
 
Tirée de Ollero et al. [131] 
 
1.2 STRESS OXYDANT ET FIBROSE KYSTIQUE 
1.2.1 HISTORIQUE 
 
La notion de stress oxydant dans les systèmes biologiques remonte aux années 1970 
suite aux recherches sur l’activation de l’oxygène moléculaire et sur sa potentielle toxicité 
dans les organes des mammifères. Le concept de stress oxydant fut développé par Sies et 
ses collaborateurs [132], avec des termes synonymes tels que «stress pro-oxydant» ou 
«stress réducteur», décrivant le stress oxydant comme un débalancement entre pro-
oxydants et antioxydants en faveur des premiers [132]. Cette notion a depuis été modifiée 
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en se définissant comme un déséquilibre entre les niveaux d’oxydants et d’antioxydants en 
faveur des oxydants, pouvant causer des dommages potentiels [133]. 
 
L’implication du stress oxydant dans la survenue de nombreuses maladies 
inflammatoires et/ou chroniques comme le cancer, le diabète, les maladies 
cardiovasculaires et neurodégénératives, a été suggérée depuis longtemps. Cependant, 
savoir si le stress oxydant contribue à la cause ou à l’aggravation de ces maladies demeure 
encore mal connu. Ceci est probablement dû en partie à la difficulté d’évaluer le 
phénomène mais aussi aux différentes méthodes d’évaluation du statut oxydant in vivo 
[134] et à leur manque de sensibilité et/ou de spécificité [135]. Le stress oxydant se définit 
de nos jours comme une perturbation du statut oxydatif intracellulaire [136], induite soit par 
la production excessive d’oxydants radicalaires (radicaux libres) et/ou non radicalaires, 
principalement dérivés de l’oxygène, soit par la diminution de la capacité de défense 
antioxydante, pouvant causer des dégâts tissulaires plus ou moins irréversibles. Les effets 
des oxydants, en particulier ceux des radicaux libres, étant proportionnels à l’intensité et à 
la durée de leur production, une production transitoire et modérée des radicaux libres 
correspond à un mécanisme de défense de la cellule lui permettant de détruire des agents 
pathogènes ou potentiellement des cellules cancéreuses. Cependant, lorsque cette 
production devient récurrente ou chronique, la balance entre la production de radicaux 
libres et les systèmes de détoxication cellulaire est perturbée de manière continue; on parle 
alors de stress oxydant. Un contrôle précis du niveau d’oxydants par les différents systèmes
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antioxydants intra- et extra-cellulaires s’avère indispensable pour maintenir l’intégrité 
cellulaire et tissulaire. 
 
1.2.2 LES OXYDANTS CELLULAIRES  
 
Un oxydant se définit comme toute molécule acceptant un ou plusieurs électrons, 
devenant ainsi une substance réduite. À travers sa configuration électronique, la molécule 
d’oxygène (O2) possède un caractère oxydant qui se manifeste par son avidité vis-à-vis des 
électrons. L’oxygène est à l’origine d’oxydants radicalaires, capables d’exister avec un 
électron non apparié, et d’oxydants non radicalaires possédants une configuration 
électronique stable. Ces deux classes d’oxydants se regroupent généralement dans la 
catégorie « espèces réactives de l’oxygène » et du monoxyde d’azote qu’on reconnait sous 
les noms de Reactive Oxygen Species (ROS) et de Reactive Nitrogen Species (RNS). 
 
Les ROS et les RNS (RONS) jouent un rôle essentiel dans la physiologie cellulaire 
dans le sens qu’ils participent au bon fonctionnement de certaines enzymes, favorisent les 
mécanismes de transduction du signal, aident à la défense immunitaire contre certains 
agents pathogènes, permettent la vasodilatation, régulent certains gènes et assurent la 
destruction des cellules tumorales par apoptose. Par exemple, la phagocytose des bactéries 
et des parasites par les macrophages ou les polynucléaires s’accompagne d’une intense 
production de RONS connue sous le nom de « burst oxydatif » ou explosion respiratoire. 
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Cette production de RONS, utile à travers des mécanismes physiologiques, demeure 
contrôlée par l’efficacité du complexe réseau antioxydant intra et extracellulaire. Toutefois, 
la production excessive ou incontrôlée de RONS est souvent associée au développement de 
nombreuses maladies [137-139]. Même si les RONS sont indispensables dans divers 
processus cellulaires, ils peuvent aussi s’avérer hautement nocifs, si bien que l’on parle 
souvent du « paradoxe des RONS ». Ces RONS peuvent se lier à certaines macromolécules 
(lipides, protéines et glucides) en induisant leur oxydation qui, en retour, peuvent causer 
des dommages membranaires, structuraux et fonctionnels (exemple : inactivation 
d'enzymes) [140]. Grace à ses défenses antioxydantes, la cellule s’adapte continuellement 
par rapport à la quantité de RONS générée (homéostasie redox cellulaire) afin de limiter 
leurs effets nocifs et de prévenir le stress oxydant. Une altération de l’homéostasie redox, 
comme c’est le cas lors d’un stress oxydant, a souvent été suggérée comme étant impliquée 
dans les pathogenèses associées au vieillissement incluant l’athérosclérose, le diabète, le 
cancer et certaines maladies dégénératives [140]. 
 
1.2.2.1 Les oxydants radicalaires 
 
Un radical libre se définit comme un atome, une molécule ou une espèce chimique 
contenant un ou plusieurs électrons non appariés [141]. Ce déséquilibre structural, souvent 
transitoire, peut être comblé par l’acceptation d’autres électrons ou par le transfert 
d’électrons non appariées vers une autre molécule. La présence d’électrons libres augmente 
  
 
29
la réactivité des molécules et les rend hautement instables. La probabilité que surviennent 
les réactions d’acceptation et de transfert d’électrons d’une molécule à une autre dépend 
essentiellement de l’instabilité du radical libre considéré. Une instabilité modérée 
favorisera grandement l’acceptation d’électrons, tandis que le transfert d’électrons 
surviendra dans le cas d’une grande instabilité. Par ailleurs, plus cette instabilité est grande, 
moins la réaction du radical libre est spécifique. C’est en raison de leur manque de 
spécificité réactionnelle que les radicaux libres sont susceptibles de réagir avec les 
molécules biologiques,  les oxyder et ainsi retrouver un état énergétique plus stable. 
 
Dans les systèmes biologiques, une grande variété de radicaux libres peut être 
produite et leur réactivité dépend de leur nature et de celle des molécules rencontrées 
(tableau 1). Un radical libre est capable de soustraire un atome d’hydrogène au sein des 
molécules biologiques stables pour en faire des composés radicalaires qui, en retour sont 
susceptibles de réagir avec d’autres molécules avoisinantes en induisant un mécanisme de 
réaction radicalaire en chaîne. La peroxydation lipidique représente un bon exemple de 
mécanisme de réaction en chaîne dans lequel les radicaux libres attaquent principalement 
les acides gras polyinsaturés (AGPI) des membranes cellulaires, du fait de leur insaturation 
en altérant leur structure et leurs fonctions. Bien qu’il arrive parfois que deux radicaux 
libres établissent un lien covalent pour former des espèces non radicalaires stables, un 
radical libre doit être considéré comme un agent oxydant acceptant un simple électron de la 
part d’un composé non-radical, ou un agent réducteur donnant un simple électron à un 
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composé non-radical [142]. La nature, l’abondance et la localisation (membranaire, en 
grande partie) des AGPI en font une des cibles privilégiées des attaques radicalaires.   
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Tableau 1 Radicaux libres et leur réactivité dans les systèmes biologiques 
Nom Formule Description 
Radical avec centre de carbone  
      | 
— C• 
      | 
L’électron non pairé de ces radicaux réside sur le 
carbone et réagit rapidement avec l’O2 pour 
former des radicaux péroxyl 
Anion superoxyde et radical hydropéroxyl  O2-
•, HO2
• Radicaux primaires aux centres d’oxygène dans 
leurs formes anioniques et protonées 
Radicaux péroxyl et alkoxyl RO2
•, RO• 
Radicaux avec centre d’oxygène qui peuvent être 
formés à partir de la réaction des radicaux aux 
centres de carbone ou de la dégradation des 
péroxydes organiques, comme le LOOH.   
Radical hydroxyl OH
• Hautement réactif, radical avec centre d’oxygène 
qui réagit avec toutes les biomolécules. 
Oxyde nitrique (monoxyde de nitrogène) 
et dioxyde de nitrogène 
NO•, NO2
• 
L’oxyde nitrique est formé à partir de la L-
arginine et le dioxyde d’azote de la réaction du 
NO• avec le O2•.   
Radicaux thiyl et perthiyl RS
•, RSS• Un groupe de radicaux avec des électrons non 
pairés résident sur le sulfure.  
Ions des métaux de transition Fe, Cu, Zn, etc 
Permettent d’accepter ou de donner des électrons 
simples et peuvent être des catalyseurs des 
réactions de radicaux libres.   
Adaptée de Stocker et al.[142]. 
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1.2.2.1.1 Le superoxyde 
 
Le radical superoxyde (O2
•-) est formé par réduction de l’oxygène moléculaire (O2) 
lorsque ce dernier accepte ou capture un électron provenant d’un autre atome ou molécule 
(réaction 1). 
 O2 + e
-  O2
•-  (1) 
Ce radical est produit en grande quantité dans les macrophages pendant la 
destruction bactérienne (phagocytose) [143], dans la chaîne respiratoire mitochondriale 
(phosphorylation oxydative) [144] et dans d’autres types cellulaires comme les 
lymphocytes [145], les cellules endothéliales [146] et les fibroblastes [147]. La réactivité et 
le pouvoir oxydant de l’O2
•- sont faibles, mais son pouvoir réducteur en présence des 
métaux de transition (fer, cuivre et zinc) présents dans les sites actifs des enzymes est la 
base de la formation d’espèces plus réactives. Dans cette logique, il est désormais bien 
établi que le radical superoxyde est le principal précurseur conduisant à la formation d’un 
puissant radical libre qui est le radical hydroxyle. 
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1.2.1.1.2  Le radical hydroxyle 
 
Le radical hydroxyle (OH) est produit à partir de l’O2
•- et le peroxyde d’hydrogène 
(H2O2), en présence d’ions ferriques (réactions 2, 3 et 4).  
 O2
•- + Fe3+  O2 + Fe2+   (2) 
 H2O2 + Fe2+  OH + OH + Fe3+  (3), réaction de Fenton 
 O2
•- + H2O2  OH + OH- + O2 (4), réaction d’Haber-Weiss 
Haber et Weiss, en 1934, proposèrent le concept selon lequel le radical hydroxyle, 
OH, pouvait être généré suite à l’interaction entre l’O2
•- et l’H2O2 [148]. 
 
 Dans la mesure où l’O2
•- est un métabolite cellulaire, la réaction d’Haber-Weiss est 
considérée dans les systèmes biologiques, comme un moyen de production des radicaux 
plus toxiques que l’O2
•- et l’H2O2. Cependant, du point de vue thermodynamique, la 
réaction 4 nécessite des catalyseurs pour se produire car elle n’est pas très favorable en 
milieu aqueux. La nécessité d’un métal de transition comme catalyseur évoquée par Haber 
et Weiss, était associée à une réaction nette de production d’OH (réaction 4) séparée en 
deux réactions distinctes (réaction 2 et 3) ou réaction de Fenton. La réaction d’Haber-
Weiss, catalysée par le fer, est aujourd’hui considérée en biologie comme le mécanisme 
principal de production d’OH [148]. 
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La production d’OH par la réaction de Fenton peut également se produire in vitro 
avec des métaux de transition autres que le fer, tels que le cuivre, le cobalt et le chrome. 
Cependant in vivo, c’est principalement le fer et dans une moindre mesure le cuivre, qui 
participent à la réaction [149]. Dans les conditions physiologiques, la disponibilité du fer 
catalytique libre est relativement faible en raison de sa séquestration par les protéines [150]. 
Néanmoins, dans certaines conditions (exemple : hémochromatose, -thalassémie, 
hémodialyse) la quantité de fer libre peut augmenter et avoir des effets délétères pour la 
cellule. Le rôle du cuivre dans la réaction de Fenton in vivo demeure controversé sachant 
que la quantité de cuivre libre est de moins d’un atome par cellule [151]. La formation 
d’OH peut également survenir lorsque les molécules d’eau sont exposées à des radiations 
ionisantes [152]. Ce radical est le plus puissant oxydant connu, possédant une durée de vie 
extrêmement courte (demi-vie de l’ordre de 10-9 secondes à la température du corps 
humain), capable de réagir à partir de son site de formation grâce à sa capacité d’attaquer 
les molécules, pour ensuite engendrer une chaîne de réactions radicalaires capables 
d’atteindre d’autres molécules environnantes. En effet, l’HO• peut oxyder un substrat par 
arrachement d’un atome d’hydrogène (réaction 5), par arrachement d’un électron (réaction 
6) ou par simple addition sur une double liaison (réaction 7). L’on pense d’ailleurs que le 
radical hydroxyle serait le principal initiateur de la série de mécanismes conduisant au 
processus de peroxydation lipidique au niveau des AGPI et des lipoprotéines. En vertu de 
sa réactivité non spécifique, l’HO• est capable de soustraire un atome d’hydrogène dans une 
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chaîne d’acides gras (LH) contenant des atomes de C avec des H en position vicinale 
(réaction 5). Il est capable d’oxyder également les protéines, l’ADN et les glucides, étant 
ainsi à l’origine de radicaux libres dits « secondaires ». 
 LH + OH  L• + H2O  (5) 
 Fe2+ + OH  Fe3+ + HO-  (6) 
 C=C + OH  C-C(OH)  (7) 
 
1.2.2.1.2 Le radical peroxyle
 
Le radical peroxyle (LOO•) prend naissance durant le processus d’initiation de la 
peroxydation lipidique tel que présenté dans la réaction 5. Au cours de ce processus, la 
formation d’un radical centré sur un atome de carbone (L•) provenant de l’abstraction d’une 
molécule d’hydrogène sur le squelette hydrocarboné de l’acide gras, permet une réaction 
rapide de ce dernier avec une molécule d’oxygène pour donner naissance à des radicaux 
peroxyles (réaction 8). 
 L• + O2  LOO
•   (8) 
Les radicaux (LOO•) sont très réactifs, à tel point qu’ils sont capables d’oxyder les 
protéines membranaires et les AGPI en générant un nouveau radical L• qui pourra continuer 
la réaction en chaîne tandis qu’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) se forme (réaction 9).  
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Lorsque la chaîne d’acide gras est assez longue, le radical peroxyle peut de nouveau 
arracher un atome d’hydrogène pour donner naissance à des peroxydes cycliques [153]. 
Alors que l’OH• peut soustraire des atomes d’hydrogène presque sans discrimination, des 
radicaux moins réactifs comme le LOO• soustraient préférentiellement les atomes 
d’hydrogène des molécules avec des liens plus faibles comme la liaison O-H de la molécule 
d’-tocophérol (-TOH) ou vitamine E. Dans ce cas, un radical -tocopheryl (-TO•) et un 
LOOH peuvent être produits (réaction 10) [142, 154]. 
 LOO• + LH  L• + LOOH (9) 
 LOO• + TOH  LOOH + TO• (10) 
 
1.2.2.1.3 L’oxyde nitrique 
 
Le radical oxyde nitrique (NO•) ou monoxyde d’azote, est produit par diverses 
cellules à partir de l’arginine et de l’oxygène dans une réaction catalysée par des NO 
synthases constitutives et induites, présentes au sein des cellules endothéliales, vasculaires 
et neuronale ainsi que dans les macrophages et les neutrophiles [155].  Même si le NO 
n'est pas un ROS per se, comme la majorité de ces molécules, il possède des capacités 
oxydantes et peut avoir des propriétés néfastes vis-à-vis des cellules.  Toutefois, il est bien  
établi que le NO• peut  agir comme une molécule de signalisation clé puisqu’il favorise la 
relaxation endothéliale, régule le tonus vasculaire et participe à la transduction du signal au 
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niveau neuronal [156-158]. Le radical NO• représente la principale espèce radicalaire 
contenant un atome d’azote qui, dans les conditions aérobiques est capable de réagir avec 
l’oxygène moléculaire pour donner naissance au radical dioxyde d’azote (NO2
•) selon le 
mécanisme proposé dans la réaction 11. Du fait de son  grand pouvoir oxydant, le NO2• est 
impliqué dans plusieurs voies oxydatives [159, 160], incluant la peroxydation lipidique au 
sein des molécules de cholestérol (LDL) en circulation [161, 162] et la formation de résidus 
de nitrotyrosine [163]. 
 O2 + 2 NO
•  2 NO2
• (11) 
 
1.2.2.2 Les oxydants non radicalaires 
 
La réactivité chimique des radicaux libres repose essentiellement sur leur caractère 
réducteur qui représente la capacité d’un radical libre à réduire un autre.  Dans le but de 
retrouver un niveau énergétique plus stable, les radicaux libres mettent souvent en commun 
leurs électrons non appariés pour former des liaisons covalentes et ainsi donner naissance à 
des espèces non radicalaires possédant néanmoins un caractère oxydant (tableau 2). 
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Tableau 2 Réactivité des oxydants non radicalaires 
Nom Formule Description 
Peroxyde d’hydrogène  H2O2 
Oxydant diffusible et faible agent oxydant 
généralement peu réactif qui participe à la 
signalisation cellulaire et, en présence des métaux 
de transition, peut entraîner l’élévation de OH•  
Hypochlorite, acide hypochlorique -OCl, HOCl 
Agent oxydant puissant qui réagit avec les 
groupements Fe-S, les ions métalliques présents 
dans les protéines, l’hème, les résidus acides 
aminés (méthionine, cystéine) des protéines et le 
GSH.  Peut entraîner la formation de dérivés 
réactifs secondaires incluant les chloramines et les 
aldéhydes dérivés des acides aminés.     
Ozone O3 
Puissant oxydant qui attaque les protéines et les 
lipides incluant le cholestérol.  L’oxygène singulet 
peut être formé comme produit intermédiaire.   
Oxygène singulet 1O2 
Réagit chimiquement avec les molécules ou par 
transfert de son énergie d’excitation.  Sa réaction 
avec les doubles liaisons entre carbone est la 
mieux connue. 
Peroxynitrite, acide peroxynitrique ONOO-, ONOOH Peut être formé via la réaction du O2
- avec le NO•.   
La forme protonée est hautement réactive. 
Alkylperoxynitrites, trioxyde dinitrogène, 
chloride nitryle et ion nitronium 
ROONO, N2O3, 
NO2Cl et NO2+ 
Autres dérivés réactifs de l’azote. 
Nitrosothiols RSNO 
Formés via la réaction du RS• avec le NO•, ou des 
thiols avec des oxydes de l’azote. Les nitrosothiols 
sont des oxydants faibles.   
Adaptée de Stocker et al. [142] 
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1.2.2.2.1 Le peroxyde d’hydrogène 
 
La majorité des réactions associées à la production d’H2O2 impliquent la réduction 
spontanée ou catalysée de l’O2
•- sous l’action des oxydases et/ou de l’enzyme superoxyde 
dimutase (SOD) (réaction 12). 
 2 O2
•- + 2H+  H2O2 + O2 (12) 
En dépit de la réactivité variable des espèces non radicalaires, l’H2O2 se comporte 
généralement comme un oxydant faible, même s’il est capable d’oxyder de manière directe 
les groupements thiols (-SH) de molécules biologiques. Cependant, H2O2 affiche un 
potentiel toxique dans le sens qu’il peut donner naissance à l’OH à travers les réactions de 
Fenton et de Haber-Weiss décrites dans les réactions 3 et 4. Cette décomposition de H2O2 
en présence de métaux de transition est considérée comme le dommage oxydant le plus 
important généré dans la cellule. Par sa capacité à réagir avec les protéines hémiques 
(myoglobine et le cytochrome C), le H2O2 a été fortement cité dans la formation de 
radicaux acides aminés capables de propager les réactions d’oxydation [142].  
 
1.2.2.2.2 Le peroxyde nitrique 
 
Le peroxyde nitrique (ONOO-) est un puissant oxydant qui résulte de la réaction 
entre le NO• et l’O2
•- selon le mécanisme proposé dans la réaction 13. 
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 O2
•- + NO•  ONOO- (13) 
En dehors de son action directe sur les molécules biologiques, le ONOO- est capable de 
générer le radical dioxyde d’azote NO2
• dont l’implication a souvent été démontrée dans 
plusieurs voies oxydatives [159, 160], incluant la peroxydation des AGPI [161, 162] et la 
formation de résidus de nitrotyrosine [163].  Le ONOO- possède un pouvoir oxydant faible 
dans les conditions basiques mais ce pouvoir oxydant peut devenir fort dans les conditions 
acides, notamment sous forme d’acide peroxynitrique (ONOOH). Ce dernier ainsi que 
d’autres oxydants non radicalaires ayant des propriétés similaires comme l’acide 
hypochlorique (HOCl) semblent s’attaquer de manière préférentielle aux protéines plutôt 
qu’aux lipides [164]. Les résidus cystéine et méthionine de certaines protéines constituent 
des cibles de premier choix pour ces acides; viennent ensuite les résidus phénylalanine et 
lysine [165, 166].   
 
1.2.3 LES PRINCIPALES SOURCES DE ROS ET RNS 
 
La production des RONS est quasi continue dans la cellule, à travers différents 
processus incluant le transfert mitochondrial d’électrons (cytochrome C), l’activation des 
cellules phagocytaires (NADPH oxydase), l’activation de certaines enzymes (oxydases), le 
métabolisme intracellulaire des toxines et des drogues (cytochrome P450, monoxygénases) 
et l’exposition à des facteurs environnementaux tels que l’irradiation aux rayons ultra-
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violets. D’autres oxydants comme le H2O2 et le ONOO-, ne possédant pas d’électrons non 
appariés, peuvent aussi être générés au niveau cellulaire et agir en qualité de pro-oxydants. 
 
1.2.3.1 La chaîne respiratoire mitochondriale 
 
La respiration mitochondriale des cellules aérobies constitue la principale ressource 
énergétique cellulaire. Au cours de ce processus, près de 95% de l’oxygène respiré subira 
une réduction tétravalente (O2 + 4e- + 4H+  2H2O), progressive et contrôlée, pour 
produire de l’eau et de l’ATP. Une formation de O2
•- se produit de façon continue lors du 
fonctionnement normal de la chaîne respiratoire mitochondriale par réaction de l’oxygène 
avec un radical semi-ubiquinone [167, 168]. Au cours de la phosphorylation oxydative, 
l’oxydation des coenzymes réduits NADH et FADH2, et le transport des électrons par les 
complexes de la chaîne respiratoire sont utilisés pour produire un gradient électrochimique 
de H+ de part et d'autre de la membrane interne de la mitochondrie. L’énergie libre 
emmagasinée dans ce gradient électrochimique est utilisée par l'ATP-synthase qui catalyse 
la phosphorylation de l’ADP par le phosphate inorganique. Cependant, en plusieurs 
endroits de la chaîne respiratoire, les électrons peuvent réagir prématurément avec l’O2 et 
former l’O2
•- au lieu de contribuer à la réduction de l’O2 en H2O (Figure 9). Le phénomène 
peut être important : dans des études in vitro, de 1 à 4% de l’O2 consommé serait converti 
en O2
•- [169]. La formation de l’O2
•- survient en particulier au niveau du complexe I où la 
réaction est énergétiquement favorable mais également au niveau du complexe III [170]. 
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Cette fuite d’électrons et la production nette de RONS mitochondriaux dépendent de l’état 
énergétique de la mitochondrie, du potentiel membranaire [171] et de l’activité des 
systèmes antioxydants mitochondriaux. Elle peut s’amplifier lorsque la respiration devient 
plus intense comme c’est le cas dans certaines conditions telles que lors de l’exercice 
physique ou dans certaines pathologies.  
 
Les mécanismes de découplage entre le flux d’électrons et la production d’énergie 
au sein de la mitochondrie peuvent également être à l’origine d’une surproduction de 
RONS. La production continue et ubiquitaire de O2
•- par les mitochondries n’est pas 
spécifiquement liée à une pathologie même si l’on pense qu’elle est à l’origine d’un stress 
oxydant favorable au processus du vieillissement connu sous le nom de free radical theory 
of aging [158, 172]. Par ailleurs, certains défauts innés ou acquis par la résultante d’une 
maladie au sein de l’ADN mitochondrial sont capables d’augmenter la production de 
RONS par ces organelles [173, 174]. Les niveaux de O2
•- dépendent aussi de l’activité de la 
SOD à manganèse (Mn-SOD), une enzyme localisée au niveau de la matrice 
mitochondriale qui converti l’O2
•- en H2O2 et en oxygène moléculaire [175, 176].  
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Figure 9 : Chaîne respiratiore mitochondriale 
 
Tirée de www.cgm.cnrs-gif.fr 
 
1.2.3.2 Les cellules phagocytaires 
 
Les polynucléaires, les neutrophiles et les macrophages possèdent une enzyme 
membranaire, NADPH oxydase (NOX), spécialisée dans la production de O2
•- à partir 
d’électrons dérivés du NADPH pour réduire l’oxygène moléculaire (réaction 14) [177]. A 
ce jour, 6 membres ont été identifiées en plus de la NOX des phagocytes (NOX2 ou 
gp91phox, Figure 10) : NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DuOX1 et DuOX2 [178]. Ces 
protéines sont classées en trois groupes qui se distinguent par la présence de domaines 
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additionnels, en plus de la sous-unité catalytique NADPH oxydase. Le premier groupe 
comprend les NOX 1 à 4 qui possèdent uniquement la sous-unité catalytique [179]. La 
NOX5, constituant le deuxième groupe, possède en plus un domaine calmodulin-like qui 
contient 4 structures calcium binding EF-hand en N-terminal [180]. Le troisième groupe 
comprend les Dual oxydases ou DuOX, nommées ainsi car elles possèdent la sous-unité 
NADPH oxydase, un domaine calmodulin-like mais également un domaine homologue aux 
peroxydases à hème comme les myéloperoxydases et les lactoperoxydases. 
 NAD(P)H + 2O2  NAD(P)- + H+ + 2 O2
•- (14) 
 
Figure 10 : Représentation de NOX2 et ses sous-unités constitutives 
 
Tirée de www.clinsci.org. 
 
La NOX2 est constituée de quatre sous-unités dont deux sous-unités membranaire, 
p22phox et gp91phox, deux sous-unités cytosoliques p67phox et p47phox et la GTPase rac1. La 
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sous-unité p22phox joue le rôle de protéine d’encrage des autres sous-unités en même temps 
qu’elle stabilise le complexe [181]. Normalement dormante, la NOX2 est activée lorsque la 
cellule phagocytaire est stimulée à travers un processus qui débute avec la phosphorylation 
de p47phox entraînant son association avec le cytochrome b558. Il s’ensuit une production 
accrue de O2
•- que l’on pense être à l’origine du « burst oxydatif » responsable de la 
synthèse de molécules telles que le H2O2 ou l’hypochlorite (ClO-), indispensables à la 
destruction du matériel phagocyté. Cette voie de production des ROS est particulièrement 
stimulée au cours des processus infectieux [142]. 
 
1.2.3.3 Les oxydases   
 
1.2.3.3.1 La xanthine oxydoréductase 
 
La xanthine oxydoréductase (XOR) existe sous deux formes inter-convertibles, la 
xanthine déshydrogénase (XDH) et la xanthine oxydase (XO) [182]. Un des rôles les mieux 
connu de la XOR consiste en la conversion de l’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine 
en acide urique [183]. La XDH est une enzyme ubiquitaire impliquée dans le catabolisme 
de l’ATP et qui utilise le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) pour capter les 
électrons de l’hypoxanthine et de la xanthine afin de former le NADH et l’acide urique. 
Lorsque la pression partielle d’O2 change, comme c’est le cas pendant le phénomène 
d’ischémie/reperfusion, la XDH est modifiée en XO. À la différence de la XDH, la XO 
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utilise l’oxygène comme accepteur d’électrons de ces mêmes substrats pour former l’O2
•- et 
l’H2O2. L’activité de la XOR représente une source importante de RONS dans les cellules 
des mammifères, surtout dans des conditions pathologiques et le ratio XO/XDH cellulaire 
détermine la quantité de RONS produite. Toutefois, il a été démontré que la production des 
RONS dépend essentiellement de la XO car son activité change au cours de certaines 
pathologies, comme l’athérosclérose, impliquant le stress oxydant [184-187]. 
 
1.2.3.3.2 La monoamine oxydase 
 
La monoamine oxydase (MAO) est une flavoprotéine ubiquitaire très exprimée dans 
les cellules eucaryotes qui se localise au niveau de la membrane externe mitochondriale. La 
MAO catalyse la désamination oxydative des amines primaires et tertiaires. Au cours de 
cette réaction, la production de H2O2 contribue à augmenter les niveaux de RONS dans la 
matrice mitochondriale tout comme dans le cytosol. Des évidences suggèrent que l’H2O2 
produit durant la désamination des catécholamines pourrait jouer un rôle important dans les 
maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et d’Alzheimer à travers 
des dommages oxydatifs affectant la membrane mitochondriale [188]. 
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1.2.3.3.3 Les oxyde nitrique synthases 
 
Les oxyde nitrique synthases (NOS) représentent une famille d’enzymes qui 
catalysent l’oxydation de la L-arginine en L-citrulline pour donner naissance au NO• à des 
fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. L’activité 
de NOS endothéliale (eNOS) a été étudiée en détails pour son implication dans la 
protection des dommages vasculaires et demeure de ce fait la mieux connue. La eNOS 
(figure 11) a besoin de la tetrahydrobiopterine (BH4) comme cofacteur pour transférer les 
électrons à la L-arginine afin de former la L-citrulline et le NO•. En absence de L-arginine 
ou de BH4, la eNOS peut produire l’O2
•- et l’H2O2 à travers un phénomène qualifié de 
découplage de eNOS. Le découplage de cette enzyme peut générer des ROS à travers trois 
mécanismes : premièrement, la diminution de la production enzymatique de NO• permet 
aux radicaux avec lesquels il réagit habituellement d’attaquer d’autres molécules; 
deuxièmement, la production de O2
•- par la eNOS peut engendrer de nouveaux processus 
radicalaires, finalement, la production simultanée de O2
•- et de NO• peut favoriser la 
production de ONOO- et ultimement celle de ONOOH [189]. 
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Figure 11 : Représentation schématique d’oxyde nitrique synthase 
 
Tirée de Forstermann et al. [190]. 
 
Même si la réaction de la eNOS reste bien contrôlée dans les conditions normales, 
l’on pense que le découplage peut survenir dans certaines conditions pathologiques [191, 
192] en provoquant une importante production de RONS. De plus, le NO• formé par la 
eNOS peut réagir avec les complexes métalliques, l’O2 ou l’O2
•- afin de former d’autres 
RONS. En absence de quantités suffisantes de co-facteurs comme la BH4 l’enzyme peut 
réduire l’oxygène moléculaire plutôt que de transférer des électrons à la l’arginine, générant 
ainsi du O2
•-. La génération de O2
•- par le domaine oxygénase de l’enzyme est normalement 
stabilisée par la BH4. D’autre part, le NO
• présente la faculté de se lier à des protéines 
hémiques comme la guanylyl cyclase, la NOS et l’hémoglobine. Une liaison du NO• au 
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noyau hémique de la NOS peut entraîner une inhibition de son activité de manière 
irréversible [142]. 
 
1.2.3.3.4 La myéloperoxydase 
 
La myélopéroxydase, une enzyme hémique présente dans les neutrophiles et les 
monocytes, se localise autour et à l’intérieur de ces cellules après dégranulation des 
leucocytes et est sécrétée durant leur activation (réaction 15). 
 H2O2 + Cl- + H+  HOCl + H2O (15) 
La myéloperoxydase est capable de générer le HOCl et diverses molécules chlorées 
d’ailleurs considérées chez l’Homme, comme des marqueurs spécifiques des réactions 
d’oxydation catalysées par cette enzyme. Le HOCl peut générer une série de produits 
d’oxydation secondaires qui ont la capacité d’attaquer des biomolécules, comme par 
exemple les lipides [142]. La myéloperoxidase est également dotée d’une activité 
peroxydase classique au cours de laquelle elle oxyde divers substrats organiques tels que la 
tyrosine et le nitrite en radical tyrosyl et en radical dioxyde d’azote [193].  
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1.2.3.3.5 Les lipoxygénases 
 
Les lipoxygénases sont des enzymes contenant du fer qui catalysent l’insertion de 
l’oxygène moléculaire dans les AGPI dans le but de former une famille complexe de lipides 
biologiquement actifs, incluant les prostaglandines, les thromboxanes et les leucotriènes 
dont certains sont des médiateurs lipidiques importants de la réponse inflammatoire qui 
participent au recrutement des phagocytes. Lors de l’action catalytique des lipoxygénases, 
les hydroperoxydes lipidiques générés, peuvent induire un processus peroxydation lipidique 
non enzymatique [142].  
  
1.2.3.3.6 Les métaux de transition 
 
Les métaux de transition libres comme le fer et le cuivre sont de puissants 
catalyseurs des réactions d’oxydation en présence des hydroperoxydes comme le LOOH. 
Ils catalysent la rupture homolytique du LOOH en radicaux alkoyls lipidiques, ce qui peut 
initier la péroxydation lipidique et d’autres réactions d’oxydation. En plus du fer libre, les 
formes biologiques du fer comme l’hémoglobine et la myoglobine peuvent potentiellement 
catalyser les réactions oxydatives au sein des lipides et des lipoprotéines [142]. 
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1.2.4 LES ANTIOXYDANTS CELLULAIRES 
 
Les cellules aérobies possèdent un système antioxydant complexe très efficace pour 
contrôler le niveau de RONS. Une partie de leur efficacité est associée à la 
complémentarité des différents antioxydants : localisation (intra- vs extracellulaire, 
compartiments), nature (exemple : lipophile vs hydrophyle). Il est important de considérer 
les sources d’oxydants dans un contexte de disponibilité des antioxydants, car plusieurs 
substances peuvent prévenir ou du moins retarder l’oxydation d’autres substrats. Un 
antioxydant se définit comme toute substance, présente en faible quantité par rapport à un 
substrat oxydable, capable de réduire ou de retarder de manière efficace l’oxydation de ce 
substrat. En d’autres termes, un antioxydant protège contre les dommages oxydatifs 
lorsqu’il est présent en quantités inférieures à celle de(s) la substance(s) qu’il protège. Par 
conséquent, les antioxydants doivent protéger contre les RONS et leurs effets secondaires, 
tant à l’intérieur qu’à l’extérieur de la cellule [142]. 
 
Plusieurs mécanismes permettent de ralentir la production des RONS en les captant 
directement, en les détoxifiant ou en séquestrant certains de leurs initiateurs comme les 
métaux de transition [140]. Les antioxydants peuvent agir à travers des mécanismes 
enzymatiques ou fonctionner comme des piégeurs, « scavengers », dans le but d’éliminer la 
surproduction de RONS. En qualité de piégeurs, les antioxydants peuvent capter ou céder 
un électron célibataire dans le but de générer des molécules plus stables. Il peut arriver que 
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le composé piégeur devienne à son tour radical libre, à ce moment il sera éliminé ou 
régénéré par un autre système antioxydant. Le réseau antioxydant cellulaire inclut des 
défenses enzymatiques et non-enzymatiques (endogènes) ainsi que les défenses apportées 
par l’alimentation (exogènes). 
 
1.2.4.1 Les antioxydants enzymatiques 
 
Les systèmes antioxydants enzymatiques sont largement représentés par les 
protéines cellulaires dont la principale fonction est de maintenir un environnement réduit à 
l’intérieur de la cellule [141] en plus de maintenir les niveaux d’antioxydants 
extracellulaires [194]. Les principales enzymes antioxydantes cellulaires sont représentées 
par la SOD, la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase 
(GR). Leurs niveaux sont normalement régulés de manière à combattre une production 
excessive de RONS dans la cellule. Lorsque la production de ces derniers augmente, les 
cellules vont réguler les défenses antioxydantes en augmentant leur activité et leur niveau 
d’expression dans le but de restaurer la balance avec la production de RONS. De telles 
modifications métaboliques sont souvent attribuées au phénomène d’adaptation cellulaire 
face au stress oxydant [195]. 
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1.2.4.1.1 Les superoxydes dismutases 
 
La famille des SOD représente un important système d’enzymes contenant des 
métaux dans leur centre catalytique afin de favoriser la dismutation de O2
•- en H2O2 et en 
O2. En effet les SOD ont pour but d’éliminer l’O2
•- par une réaction qui permet la formation 
de O2 et H2O2 en présence de O2
•- (réaction 16). 
 O2
•- + O2
•- + 2H+  H2O2 + O2  (16) 
Les SOD existent sous trois isoformes dont la structure d’ensemble est restée 
conservée lors de l’évolution, formant un puits hydrophobe au centre de la protéine dans 
lequel se glisse l’anion superoxyde [196]. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un 
métal situé au cœur de l’enzyme dont la nature permettra de distinguer les SOD à 
manganèse (Mn-SOD) protégeant la mitochondrie, des SOD à cuivre-zinc (Cu,Zn-SOD) 
protégeant le cytosol et la face externe des cellules (ec-SOD). Il est cependant important de 
noter que la présence de la Cu,Zn-SOD n’est pas exclusive au cytosol car cette dernière 
présente également un certaine activité au niveau des lysosomes, des peroxysomes, du 
noyau et de la membrane mitochondriale. C’est la présence de l’ion cuivre qui facilite la 
réaction de dismutation par sa capacité d’alterner entre son état oxydé et réduit. C’est 
d’ailleurs par ce mécanisme que certains agents chélateurs du cuivre peuvent inhiber cette 
enzyme [142]. À la différence des Cu,Zn-SOD, celles à manganèse se retrouvent 
principalement au niveau de la mitochondrie où elles contribuent à environ 10% de 
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l’activité cellulaire totale [142]. La ec-SOD représente la forme extracellulaire de l’enzyme 
qui contient aussi le zinc et le cuivre. Elle est liée aux protéoglycanes héparane sulfate dans 
une variété de cellules, incluant les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. 
Des évidences suggèrent que cette enzyme existe sous deux formes, chacune ayant une 
configuration en pont disulfure unique, avec une seule des formes étant active [197]. La 
principale fonction de cette SOD est de prévenir l’interaction de O2
•- avec NO au niveau 
des cellules endothéliales [142]. La distribution ubiquitaire des SOD montre qu’elles 
constituent la première ligne de défense contre le stress oxydant dans les cellules. 
 
1.2.4.1.2 La catalase
 
La catalase (CAT) est une protéine ubiquitaire mais fortement concentrée dans le 
foie et les érythrocytes. Dans toutes les cellules de mammifères, à l’exception des 
érythrocytes, elle est localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en 
oxydases) ce qui limite son action par rapport à des peroxydases cytoplasmiques. Cette 
enzyme métabolise l’H2O2 résultant de l’action des SOD ou celui généré par l’action des 
oxydases pour donner de l’eau (réaction 17). 
 2H2O2  2H2O + O2  (17) 
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En éliminant l’H2O2, la CAT détoxifie indirectement la cellule des O2
•- qui sont 
transformés en H2O2 par les différentes SOD. Cette enzyme possède également une activité 
de peroxydase qui lui permet de réagir avec des peroxydes et les alcools organiques ainsi 
que toute molécule capable de donner de l’hydrogène à l’eau [193]. La CAT est très 
efficace en présence d’un stress oxydant élevé et protège les cellules contre la production 
de H2O2. Des études sur des modèles animaux ont montré que la CAT peut être induite par 
diverses cytokines en condition d’hyperoxie et par certains oxydants in vitro [198, 199]. 
Cependant, d’autres travaux ont rapporté des résultats contradictoires [200, 201]. 
 
1.2.4.1.3 La glutathion peroxydase 
 
La famille des glutathion peroxydases (GPx) représente des enzymes tétramériques 
qui catalysent la réduction du H2O2 en eau à travers GSH en GSSG. Il existe quatre GPx 
(GPx1-4) communes à tous les mammifères. Elles possèdent une sélénocystéine, un acide 
aminé rare, au sein de leur site catalytique. Deux autres GPx ont également été identifiées : 
la GPx5, qui n'est pas une séléno-protéine, chez les rongeurs et le singe et la GPx6 qui est 
retrouvée uniquement chez l'homme [202]. Alors que toutes les GPx catalysent le même 
type de réaction, celles-ci diffèrent par leurs substrats, leur rôle et leur localisation (Tableau 
3). 
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Tableau 3 : Isoformes des glutathion peroxydases chez les mammifères 
GPx Synonymes Distribution Structure Substrats 
GPx1  Cytosolique (cGPx)  Cytosolique/foie, 
rein, érythrocytes, 
poumon 
Homo 
tétramère  
Hydroperoxydes 
solubles (H2O2), 
organiques (acides gras 
peroxydés) 
GPx2  Gastro-intestinal 
(GIGPx) 
Cytosolique/Tractus 
gastro-intestinal, 
foie  
Homo 
tétramère 
Identiques à GPx1 
GPx3  Plasma (pGPx) ou 
extracellulaire 
(eGPx)  
Rein, Plasma  Homo 
tétramère 
Identiques à GPx1 
GPx4  Phospholipide 
hydroperoxyde 
(PHGPx)  
Testicules  Monomère  Identiques à GPx1, 
phospholipides 
hydroperoxydés, esters 
de cholestérol 
GPx5 Rongeurs 
uniquement (sans Se-
Cys)  
Épididyme - - 
GPx6 Homme uniquement  Epithélium olfactif - - 
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De façon générale, la cGPx métabolise le H2O2 ainsi que les hydroperoxydes des 
acides gras (LOOH) en H2O et en alcools lipidiques (LOH) correspondants. Durant cette 
réaction dépendante du GSH, l’H2O2 est utilisé pour oxyder un autre substrat (réactions 18-
19) tandis que le GSH s’oxyde en GSSG. 
 Substrat-H2 + H2O2  Substrat + 2H2O (18) 
 2GSH + H2O2  GSSG + 2H2O  (19) 
 
Des études faites sur les animaux transgéniques montrent que les souris invalidées 
pour la GPx1 se développent normalement et sont capables de tolérer un stress oxydant 
causé par l’hyperoxie et de faible dose de paraquat (12,5 mg/kg) [203]. 
 
 Ces souris GPx1-/- présentent des niveaux de GPx2, GPx3 et GPx4 identiques à 
ceux présents chez des souris sauvages [204], ce qui suggère que les autres séléno-GPx ne 
peuvent pas compenser la fonction antioxydante de la GPx1. La GPx2 présente dans les 
cellules tapissant le tractus gastro-intestinal est quant à elle plus impliquée dans la 
détoxification des peroxydes alimentaires [205]. Les souris invalidées pour la GPx2 
présentent un phénotype normal [206]; par contre celles invalidées à la fois pour GPx1 et 
GPx2 développent des cancers intestinaux et des iléo-colites (maladie de Crohn) [207, 208] 
en présence de bactéries gastro-intestinales. L’expression de la GPx2 étant induite par la 
colonisation de l’intestin par les bactéries, cette GPx aurait un rôle anti-inflammatoire 
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destiné à limiter les réponses inflammatoires constamment induites par la flore gastro-
intestinale [209]. 
 
La GPx4 est l’unique forme de l’enzyme connue pour réduire les hydroperoxydes 
lipidiques complexes en lipoprotéines [210, 211] au niveau des membranes. Elle est 
localisée en partie dans le cytosol et en partie liée aux membranes des mitochondries et des 
noyaux [212, 213]. Trois formes de GPx4 sont synthétisées à partir du même gène, 
appelées forme cytosolique, forme mitochondriale et forme nucléaire [214]. Les souris 
invalidées pour la forme cytosolique meurent au stade embryonnaire, suggérant un rôle 
essentiel de la forme cytosolique de la GPx4 dans l’embryogenèse [215]. Les lipides 
peroxydés étant des activateurs des lipoxygénases, en diminuant le niveau de lipides 
peroxydés, la forme cytosolique de la GPx4 inactive les lipoxygénases et les 
cyclooxygénases et participe ainsi à la régulation de la production des leukotriènes et des 
prostaglandines [216]. La GPx4 pourrait donc aussi jouer un rôle dans la modulation de la 
réponse inflammatoire. Par ailleurs, la GPx4 mitochondriale pourrait avoir une fonction 
antiapoptotique : en diminuant les niveaux de cardiolipine peroxydée de la membrane 
interne mitochondriale, elle empêcherait le signal pro-apoptotique constitué par la sortie 
mitochondriale du cytochrome C [217]. Enfin, les souris invalidées pour la forme nucléaire 
de la GPx4 sont parfaitement viables [218]. Cette forme joue un rôle essentiel dans la 
spermatogenèse et un déficit en GPx4 au niveau des spermatozoïdes serait impliqué dans 
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l’infertilité humaine [219]. Si la GPx4 exerce sa fonction de peroxydase pour les lipides 
peroxydés dans le cytosol et dans les membranes mitochondriales et nucléaires, aucune 
étude n’a pu mettre en évidence un rôle au niveau des membranes plasmiques. 
 
Les GPx  agissent de concert avec la GR pour la réduction du GSSG en GSH aux 
dépens du NADPH qui est oxydé en NADP+ (réaction 20). Le système GPx/GSH est 
considéré comme un mécanisme de défense majeur dans les conditions de faible stress 
oxydant car il représente le principal système de protection cellulaire capable de détruire le 
peroxyde d’hydrogène et les peroxydes organiques toxiques formés par oxydation des 
acides gras. 
 GSSG + NADPH + H+  2GSH + NADP+  (20) 
 
1.2.4.1.4 Les peroxyredoxines 
 
Il existe une classe indépendante à ces GPx : les peroxyrédoxines. Ce sont des 
peroxydases qui possèdent une simple cystéine dans leur site actif et non pas une séléno-
cystéine comme les GPx. Ces protéines constituent une famille d’enzymes de 20-30 kDa, 
capables de réduire le peroxyde d’hydrogène, les hydroperoxydes organiques et les 
peroxynitrites en alcools correspondants (réaction 21). Elles possèdent un repliement 
caractéristique des thiorédoxines et un résidu cystéine conservé qui au cours du cycle 
catalytique passe d’un état oxydé dépendant d’un peroxyde à un état réduit dépendant d’une 
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fonction thiol. Les thiorédoxines, les glutarédoxines, les GPx et les GSH S-transférases 
(GST) ainsi que d’autres protéines impliquées dans des réactions rédox renferment ce 
même motif. Les peroxyrédoxines sont très abondantes : elles représentent de 0,1 à 0,8% 
des protéines solubles dans les cellules de mammifères [220]. Six isoformes ont été 
identifiées, divisées en 3 classes, les peroxyrédoxines typiques à 2 résidus cystéines (Prdx 1 
à 4), les atypiques à 2 résidus cystéines (Prdx 5) et les peroxyrédoxines à  résidu cystéine 
(Prdx 6).  
 ROOH + 2 e-  ROH + H2O  (21) 
 
1.2.4.1.5 Les thioredoxines et glutarédoxines 
  
Les thiorédoxines constituent un système antioxydant qui comprend une 
thiorédoxine (Trx), protéine de faible poids moléculaire (10-12 kDa) et une thiorédoxine-
réductase (Trx-R), séléno-protéine dépendante du NADPH. Les Trx sont des dithiol-
disulfide oxydoréductases qui catalysent la réduction des disulfides en sulfhydriles 
correspondants. La thiorédoxine oxydée est ensuite régénérée par la thiorédoxine-réductase 
(Figure 12). Chez les mammifères, il existe deux isoformes de thiorédoxine, la Trx1 
cytosolique et nucléaire et la Trx2, mitochondriale [221]. Les thiorédoxines sont 
responsables du maintien des cystéines dans leur état réduit.  Certains résidus cystéines, en 
réponse aux changements de l’état rédox de la cellule, sont la cible de modifications 
oxydatives capables de modifier l’activité de nombreuses protéines (voir plus bas, section 
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1.2.5.3.1 sur l’état rédox). Ces modifications telles que la formation de ponts disulfures, la 
glutathionylation, la nitrosylation et l’oxydation sont des réactions réversibles grâce à 
l’action des thiorédoxines et des glutarédoxines (Figure 12). Les Trx-R permettent de 
régénérer la thioredoxine qui servira en qualité d’équivalent réducteur dans les processus 
cellulaires quand elle ne réduit pas directement les hydroperoxydes lipidiques [222]. Cette 
enzyme est aussi connue pour son rôle dans le maintien des niveaux cellulaires d’autres 
antioxydants comme la Mn-SOD [193, 223]. 
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Figure 12 : Réduction des cystéines oxydées par le système 
Thiorédoxine/Glutarédoxine 
 
Tirée de Holmgren et al. [222] 
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1.2.4.2 Les antioxydants non enzymatiques 
 
Tout comme les antioxydants protéiques, différents composés de faibles poids 
moléculaires contribuent aux défenses antioxydantes de l’organisme. Ces antioxydants 
consistent en des molécules possédant un groupement thiol (glutathion), des molécules 
liposolubles et hydrosolubles. Les composés hydrosolubles sont principalement représentés 
par la vitamine C, l’acide urique et la bilirubine tandis que les antioxydants liposolubles 
sont représentés majoritairement par la vitamine E et le coenzyme Q10. 
 
1.2.4.2.1 Le glutathion 
 
Le glutathion réduit (GSH; Figure 13) est un tripeptide (L--glutamyl-L-cysteinyl-
L-glycine) synthétisé par deux enzymes qui sont la -glutamylcystéine synthétase (-GCS) 
et la glutathion synthétase [224]. Le GSH est considéré comme la molécule non-protéique 
possédant un groupement thiol, la plus répandue dans la cellule. Ce peptide est retrouvé en 
grande majorité dans les organes fréquemment exposés aux toxines (reins, foie, poumons et 
intestins) [225] tandis qu’une quantité limité est retrouvée dans les fluides bilogiques [226]. 
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Figure 13 : Représentation de la molécule de glutathion réduit 
 
Tirée de www.en.wikipedia.org 
 
Sous sa forme réduite, le GSH agit comme antioxydant i) en tant que piégeur de 
radicaux, il possède la capacité de lier, « scavenger », directement les radicaux libres et de 
détoxifier indirectement les oxydants à travers des réactions enzymatiques [227]; ii) en tant 
que cofacteur de plusieurs d’enzymes antioxydantes (GPx, GST); iii) en participant à la 
détoxification des lipides hydroperoxydés par l’action de la peroxyrédoxine 6, et iv) en 
régénérant l’-tocophérol et l’acide ascorbique sous leur forme active [140]. Au cours de 
telles réactions, le GSH agit comme un donneur d’électrons en s’oxydant en GSSG, la 
réduction du GSSG en GSH est catalysée en retour par la GR au cours d’un processus 
nécessitant le NADPH. Le GSH est impliqué dans la conversion du peroxyde d’hydrogène 
en eau, et dans la réduction des hydroperoxydes à travers une réaction catalysée par la GPx 
[228]. Deuxièmement, le GSH peut se conjuguer aux xénobiotiques par une liaison 
directe/spontanée ou via une réaction catalysée par la GST, une réaction qui augmente les 
propriétés hydrophiles des xénobiotiques favorisant ainsi leur élimination. Troisièmement, 
le GSH peut se conjuguer au NO pour former un adduit S-nitrosoglutathion, lequel est clivé 
par le système thioredoxine pour régénérer le GSH et du NO [227]. Le couple GSH et 
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GSSG est un acteur important du statut rédox cellulaire. Le glutathion constitue un tampon 
redox cellulaire majeur et la mesure du potentiel réducteur du glutathion, calculé à partir 
des concentrations de glutathion réduit et oxydé selon l’équation de Nernst, permet 
d’estimer l’environnement redox de la cellule [229] (voir section 1.2.3). Le ratio 
GSH/GSSG est de fait, un bon moyen d’évaluation du stress oxydant [230]. 
 
1.2.4.2.2 L’acide ascorbique 
 
L’acide ascorbique ou ascorbate (vitamine C; Figure 14) est connu pour sa fonction 
d’agent réducteur et son rôle de cofacteur dans les réactions enzymatiques d’hydroxylation. 
Il est généralement considéré comme une ligne protectrice de premier plan, qui répare ou 
neutralise les radicaux libres en donnant un simple électron, suivi par un proton, afin 
d’obtenir un produit chimiquement réduit, non radicalaire. Le radical ascorbyl peut ensuite 
subir une dismutation en ascorbate et en acide déhydroascorbique. Tant le radical ascorbyl 
que l’acide déhydroascorbique peuvent être réduits par les systèmes enzymatiques 
dépendants du glutathion, ce qui permet de recycler efficacement le pool de vitamine C 
biodisponible [142]. 
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Figure 14 : Représentation de l’acide ascorbique 
 
Tirée de www.fr.wikipedia.org 
 
L’ascorbate représente une défense antioxydante importante dans le plasma humain 
[231, 232] où il est considéré comme l’antioxydant hydrosoluble le plus efficace [233]. De 
plus, l’ascorbate possède la capacité de régénérer la vitamine E afin de prévenir l’oxydation 
des lipides présents dans les membranes biologiques [223]. Le couple ascorbate/radical 
ascorbyle possède un faible potentiel rédox et la vitamine C peut céder facilement un 
électron à quasiment tous les radicaux libres (O2
•-, HO•, -TO•, LOO•). Le radical 
ascorbyle est peu réactif envers les constituants cellulaires et réagit avec lui-même pour 
former les acides ascorbique et déhydroascorbique. L'arrêt de la propagation des réactions 
radicalaires en chaîne est associé aux capacités de régénération de l'acide ascorbique 
(NADPH avec ou sans Trx, GSH). Par sa réactivité vis à vis des métaux de transition, 
l’ascorbate peut développer une activité pro-oxydante en présence de fer en produisant des 
radicaux hydroxyles à travers la réaction de Fenton. Il semble par ailleurs que ce 
phénomène bien établi in vitro ne soit pas retrouvé in vivo, où l’ascorbate protège de 
manière générale les molécules biologiques de l’oxydation [234]. 
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1.2.4.2.3 L’acide urique 
 
L’acide urique (Figure 15) est produit par l’oxydation de l’hypoxanthine et de la 
xanthine, réaction catalysée par la xanthine oxydase et déshydrogénase. Le rôle de l’acide 
urique comme antioxydant n’est pas totalement clarifié, mais il possède la capacité de 
réagir directement avec l’oxygène moléculaire, les radicaux hydroxyl et peroxyls, les 
dérivés du peroxynitrite [235], l’oxygène singulet mais aussi l’acide hypochloreux. La 
réaction de l’acide urique avec les oxydants entraîne la formation du radical urate, qui peut 
être réduit par l’ascorbate [142]. 
 
Figure 15 : Représentation de l’acide urique 
 
Tirée de www.upload.wikimedia.org 
 
1.2.4.2.4 La bilirubine et l’albumine 
 
La bilirubine représente un produit terminal de la dégradation de l’hémoglobine. 
Chez l’Homme, environ 275 mg de bilirubine sont produits chaque jour [142]. La bilirubine 
est un puissant agent réducteur et un antioxydant physiologique potentiel. Au niveau des 
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fluides extracellulaires, elle est principalement liée à l’albumine, ce qui rend ce pigment 
hydrophobe, hydrosoluble. La molécule libre et celle liée à l’albumine ont la capacité de 
réduire la vitamine E et d’inhiber la peroxydation lipidique dans le plasma et les 
lipoprotéines [236]. À ce jour, peu d’études ont apporté des évidences directes sur la 
capacité antioxydante de la bilirubine in vivo, quoique les animaux présentant une 
hyperbilirubinémie démontrent un dommage oxydant réduit en réponse à une hyperoxie 
[142, 237]. La molécule d’albumine contient de nombreux groupements thiols qui lui 
permettent de jouer le rôle de trappe radicalaire comme le GSH, sauf que les réactions dans 
lesquelles elle est impliquée sont plus lentes que celle observées avec le GSH. 
 
1.2.4.2.5 Le tocophérol 
 
Tout comme les antioxydants hydrosolubles, les antioxydants liposolubles jouent un 
rôle important dans la prévention des dommages oxydants. L’efficacité du système 
antioxydant repose en partie sur la complémentarité des éléments qui le composent : 
molécules hydro- (GSH, vit C) vs lipo-solubles (vitamine E, ubiquinone) avec  des 
conséquences directes sur la (sous)compartimentation : membranaire vs cytosol. Huit 
différentes substances naturelles sont apparentées à la vitamine E chez les animaux : d--, 
d-	-, d-- et d-
-tocophérols et d--, d-	-, d-- et d-
-tocotriénols. Les tocophérols 
possèdent trois atomes de carbone asymétriques, ce qui permet huit isomères optiques, 
desquels le RRR--tocophérol (formellement appelé d--tocophérol) est la forme la plus 
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active de vitamine E [142]. L’-tocophérol est un antioxydant essentiel dans la prévention 
de l’oxydation des lipides, surtout des lipoprotéines qui sont les principaux véhicules 
assurant son transfert du foie vers les tissus périphériques : son caractère lipophile lui 
permet d'agir au site même de la peroxydation lipidique membranaire. 
 
Figure 16 : Représentation de l’-tocophérol 
 
Tirée de www.en.wikipedia.org 
 
Les tocophérols sont d’excellents capteurs de LOO•, ce qui est considéré comme 
une action antioxydante très importante de la vitamine. Dans le cas de l’-tocophérol, il 
peut réagir avec les péroxyls lipidiques ou une autre espèce radicalaire, et ainsi former un 
produit non radicalaire (NR) (réaction 22). 
 -TO• + LOO•  NR (22a) 
 -TO• + R•  NR  (22b) 
En plus de réagir avec les radicaux péroxyls, l’-tocophérol peut réagir avec l’O2, 
l’HOCl et le ONOO- [142]. Le radical tocophéroxyl est peu réactif de par sa structure 
cyclique et peut-être régénéré par l'acide ascorbique, qui devient alors radicalaire. Tout 
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comme l’ascorbate, l’-tocophérol permet la réduction des métaux de transition tels que le 
fer et le cuivre, ce qui est un autre effet pro-oxydant de la vitamine.  L’-tocophérol peut 
aussi, de manière importante, réagir avec les lipides et peut soustraire l’atome d’hydrogène 
du LH (réaction 23), réaction considérablement impliquée dans l’oxydation des LDL: 
 -TO• + LH  -TOH + L•  (23) 
En plus de l’-tocophérol, le -tocophérol est présent dans les lipoprotéines, mais 
constitue un antioxydant moins actif que l’-tocophérol et serait moins en mesure de 
contrôler la péroxydation lipidique [142]. Il a été rapporté que le -tocophérol, mais non 
l’-tocophérol, inhibe l’inflammation induite chez les rats, ainsi que l’augmentation des 
éicosanoïdes pro-inflammatoires associée à la peroxydation lipidique [238]. Il semble aussi 
que, in vitro, le -tocophérol soit plus efficace que l’-tocophérol pour protéger contre les 
dérivés réactifs de l’azote. Plusieurs études tentent maintenant d’évaluer son potentiel de 
protection contre l’inflammation et les maladies cardiovasculaires in vivo [239]. 
 
1.2.4.2.6 Le coenzyme Q10
 
Le coenzyme Q10 appartient à une famille de composés connus sous le nom 
d’ubiquinones, qui sont des molécules liposolubles synthétisées par les animaux, incluant 
l’Homme, et qui contiennent une structure benzoquinone possédant de 1 à 12 unités 
d’isoprène. Le coenzyme Q10 possède 10 unités isoprène et constitue la forme prédominante 
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d’ubiquinone chez l’Homme. Il est retrouvé virtuellement dans toutes les membranes 
cellulaires, ainsi que dans les lipoprotéines. Sa capacité à donner et à recevoir des électrons 
est importante pour les fonctions physiologiques. Il joue aussi un rôle important comme 
agent de transfert d’électrons et de protons au niveau de la production mitochondriale 
d’ATP et dans le maintien d’un pH optimal dans les lysosomes [240]. 
 La molécule d’ubiquinol (forme entièrement réduite du coenzyme Q10) est un 
antioxydant efficace qui peut inhiber l’oxydation des protéines et des lipides membranaires 
[241]. Il constitue aussi une ligne de défense antioxydante liposoluble primaire contre la 
peroxydation lipidique des LDL, même s’il est présent en plus faibles quantités que l’-
tocophérol [142]. L’ubiquinol réduit l’-tocophérol et cette propriété compte probablement 
fortement pour sa capacité de contrôler la peroxydation lipidique [142]. 
Figure 17 : Formes oxydée, radicalaire et réduite du Coenzyme Q10 
 
Tirée de Haleng et al. [242] 
  
 
72
1.2.5 LA BALANCE OXYDANTS/ANTIOXYDANTS 
 
Les espèces réactives sont maintenant reconnues pour avoir un double rôle, à la fois 
bénéfique dans le cadre des défenses de l’organisme, et délétère dans le cadre d’un stress 
oxydant intense. À de faibles concentrations, les espèces réactives sont bénéfiques 
puisqu’elles jouent un rôle dans la régulation redox de plusieurs fonctions physiologiques. 
Au contraire, une surproduction, résultant par exemple de l’activité mitochondriale de la 
chaîne de transport des électrons ou d’une stimulation excessive des NADPH oxydases, 
provoque un stress oxydant qui peut entraîner des dommages à des macromolécules 
cellulaires (lipides, protéines, ADN). L’amplitude et la durée de l’augmentation des 
niveaux de RONS déterminent la régulation redox et le stress oxydant tel qu’illustré dans la 
figure 18. Dans les conditions normales, les espèces réactives sont retrouvées à des 
concentrations relativement faibles dans les cellules (« I - baseline level »). L’augmentation 
contrôlée des RONS, dans certaines conditions, conduit à un déséquilibre temporaire, 
nécessaire à l’activation de certaines fonctions cellulaires (« II - Regulatory imbalances »). 
La production continue et excessive d’espèces réactives conduit à des modifications 
persistantes de certaines voies de signalisation et d’expression génique ainsi qu’à des 
dommages oxydants (« III - Dysregulation by chronic oxidative stress »). 
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Figure 18 : Régulation redox et stress oxydant 
 
Tirée de Droge et al.[243] 
 
1.2.5.1 Le potentiel redox 
 
Une molécule est dite oxydante si elle a le pouvoir de gagner un électron, la 
molécule fournissant cet électron passe alors de l’état réduit à l’état oxydé tandis que la 
molécule oxydante se retrouve dans un état réduit (Figure 19). Les deux états, oxydé et 
réduit, d’une même molécule forment un couple redox dont le potentiel rédox (E°) croit 
avec le pouvoir oxydant de l’espèce oxydée du couple [244]. Le potentiel redox 
intracellulaire représente la résultante de l’ensemble des couples redox présents dans la 
cellule, et il est évalué par le rapport des concentrations des formes oxydée et réduite d’un 
couple redox prépondérant. Par exemple, le potentiel redox intracellulaire va déterminer les 
proportions relatives des espèces oxydée ou réduite de chaque couple redox en fonction de 
leur E°. On se sert généralement du couple formé par GSH et GSSG pour mesurer le 
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potentiel redox intracellulaire; à ne pas confondre avec le statut redox cellulaire qui règle 
l’homéostasie redox intracellulaire. 
 
Figure 19 : Couples redox et leur participation dans l’équilibre redox 
 
Tirée de www. wikipedia.fr 
 
1.2.5.2 Le statut redox 
 
Les processus redox contrôlent et ajustent les niveaux extra- et intra-cellulaires des 
RONS. Les couples redox forment ainsi un réseau dans le but d’échanger des électrons, en 
les acceptant ou en les donnant à des équivalents réducteurs, afin de garantir la 
fonctionnalité de certaines enzymes. Le statut redox cellulaire est déterminé par trois 
principaux couples redox : (NADPH/NADP+), (TRXred/TRXox) et (GSH/GSSG). Ces 
acteurs modulent l’état de plusieurs molécules biologiques (protéines, lipides et glucides) 
ayant des rôles essentiels dans la signalisation cellulaire. Des fluctuations dans le statut 
redox de la cellule vont aussitôt affecter son fonctionnement et/ou son intégrité par 
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l’activation des voies de signalisation sensibles à l’état redox (réponse immunitaire, 
apoptose) ou par la dégradation des constituants cellulaires (oxydation des lipides, 
protéines, glucides) [229, 243, 245].  
 
1.2.5.3 Les réactions redox et la signalisation cellulaire 
 
Lorsque les espèces réactives sont produites physiologiquement, elles agissent sur 
des cibles spécifiques pour moduler des voies de signalisation. Cette spécificité est 
importante puisqu’elle distingue la signalisation redox du stress oxydant. La signalisation 
redox implique donc que l’état redox cellulaire soit transitoirement perturbé par une 
augmentation de la production des RONS ou par une diminution de l’activité des systèmes 
antioxydants. Dans ce contexte, les réactions redox impliquent l’oxydation réversible par 
une espèce réactive, d’un acteur d’une voie de signalisation dont l’activité globale va être 
modulée. Le stress oxydant quant à lui entraînera une oxydation irréversible des acteurs de 
la cascade de signalisation pour engendrer les phénomènes bien connus tels que l’apoptose 
et les processus inflammatoires [142]. 
 
1.2.5.3.1 Modifications rédox des protéines 
 
L’action des RONS sur certains groupements fonctionnels des protéines, changeant 
par exemple leur état thiol/disulfide, est souvent impliquée dans la signalisation cellulaire. 
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Les groupements sulfhydriles de la vaste majorité de résidus cystéine des protéines ont un 
pKa supérieur à 8 et sont donc protonés (Cystéine-SH) au pH physiologique. Cependant à 
ce pH, certaines protéines possèdent des résidus cystéine sous la forme d’un anion thiolate 
(Cystéine-S-), et ceci grâce à des interactions avec des acides aminés particuliers qui 
diminuent leur pKa [246]. Il semblerait que ce soit ces Cystéine-S- qui servent de 
« switch » sensible à l’état redox et qui régulent la fonction de ces protéines [247]. 
L’oxydation des résidus cystéine-S- peut conduire à la formation : 1) de ponts disulfures 
intra- et inter- protéines; 2) de protéines glutathionylées (protéine-SSG); 3) de protéines 
nitrosylées (protéine-SNO); et 4) de protéines oxydées sous les formes d’acide sulfénique 
(protéine-SOH). 
 
1.2.5.3.2 Modifications des voies de signalisation 
 
1.2.5.3.2.1 Inhibition des protéines phosphatases 
 
L’inhibition de protéines phosphatases spécifiques est la première phase de 
l’activation de certaines voies de signalisation dépendantes des protéines kinases. Trois 
principales classes de phosphatases sont identifiées : les tyrosine phosphatases (PTP); les 
« dual-specificity » (thréonine/tyrosine) phosphatases (DSP); et les sérine/thréonine 
phosphatases (PP). Dans le site catalytique des PTP et DSP, un résidu cystéine existe sous 
la forme d’anion thiolate et participe à la déphosphorylation. L’H2O2 mais aussi l’O2- et 
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l’OH ont été démontrés capables de réagir avec l’anion thiolate et de former un résidu 
cystéine sulfonylée (cystéine acide sulfonique) rendant les phosphatases inactives [248]. Le 
site actif des PP ne possède pas de résidus cystéine mais des métaux (fer, zinc), un élément 
important pour l’activité et la structure de ce type de phosphatases. L’oxydation de ces 
métaux rend l’enzyme inactive [249]. 
 
1.2.5.3.2.2 Activation des protéines kinases 
 
Il est maintenant bien établi que les oxydants peuvent augmenter l’activité de 
tyrosine et de sérine/thréonine kinases. Cependant, pour plusieurs d’entre elles il n’est 
encore pas clairement démontré si cette activation est causée par une modification rédox de 
la kinase elle-même, d’un activateur en amont dans la voie de signalisation, ou de 
l’inhibition de phosphatases. Parmi les sérine/thréonine kinases la famille des mitogen
activated protein kinase (MAPKs) est certainement la mieux connue. Les membres de la 
famille des MAPKs : extracellular signal-regulated kinases 1 et 2 (ERK1/2), c-Jun N-
terminal kinase (JNK1, 2, 3), p38 et BMK1 sont fortement activées par les espèces 
réactives ou par un léger déséquilibre de l’état redox cellulaire [250, 251]. 
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1.2.5.3.2.3 Activation des facteurs de transcription 
 
Suite à l’activation de facteurs de transcription, la stimulation des voies de 
signalisation induit la transcription de gènes spécifiques. Plusieurs facteurs de transcription 
peuvent être régulés par l’environnement redox cellulaire, soit principalement le nuclear-
related factor-2 (Nrf2), le nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
(NF-B), l’activator protein-1 (AP1) et les peroxysome proliferator-activated receptors 
(PPAR). La réparation de l’ADN, la stimulation du système immunitaire, l’induction de 
l’apoptose et l’arrêt de la prolifération des cellules endommagées sont les principales 
fonctions des gènes sous le contrôle de ces facteurs de transcription : le facteur Nrf2 régule 
l’expression des enzymes antioxydantes; NF-B est principalement impliqué dans la 
réponse inflammatoire; AP-1 est important pour la croissance cellulaire et la 
différenciation; et p53 contrôle la division cellulaire. La majorité de ces facteurs possèdent 
des résidus cystéine redox sensibles, permettant une régulation directe de leur activité. 
Cependant d’autres mécanismes ont également été mis en évidence tels que des 
modifications oxydatives de leurs partenaires de régulation ou des protéines en amont dans 
la voie de signalisation. 
 Nrf2 
 
Ce facteur contrôle la transcription de nombreuses enzymes antioxydantes et, joue 
donc un rôle central dans la régulation de l’équilibre redox cellulaire [252]. En condition 
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normale, la transcription par Nrf2 est inhibée par son répresseur cytosolique, Keap-1 qui 
possède un résidu cystéine, cible de modifications redox qui permettront la dissociation de 
Nrf2. L’exposition aux RONS induit la dissociation de Nrf2 et Keap-1 et permet à Nrf2 
d’être acheminé au noyau où il se lie alors aux séquences ARE des promoteurs des gènes 
cibles [253]. 
 
 NF-B  
 
Le facteur nucléaire NF-B est un facteur de transcription qui régule l’expression de 
la chaîne  dans les lymphocytes B. Il fait partie d’une classe de facteurs de transcription 
inductibles, dimériques, qui est impliquée dans l’activation d’une centaine de gènes 
impliqués dans la réponse à l’infection, la réponse inflammatoire, la défense anti-
apoptotique, la prolifération cellulaire et le stress oxydant [254]. Le NF-B joue un rôle 
important dans la modulation de l’expression de plusieurs gènes pro-inflammatoires 
impliqués dans la réponse inflammatoire comme les cytokines, et plus particulièrement les 
interleukines (IL-1, IL-6, et IL-8) et les chémokines (tumor necrosis factor : TNF-) [255]. 
Dans les cellules non stimulées, le NF-B est séquestré dans le cytoplasme grâce à sa 
liaison à IB, protéine inhibitrice qui empêchent sa translocation vers le noyau [254]. 
Différents stimuli tels que les cytokines (TNF), les infections et les radicaux libres 
induisent la dégradation de IB et la translocation de NF-B dans le noyau [256]. Une fois 
activé par les RONS, IB est dégradé puis l’hétérodimère p65-p50 (abondant dans la 
majorité des types cellulaires) va migrer dans le noyau pour se lier à des sites spécifiques 
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sur l’ADN (sites B), situés dans les régions promotrices ou amplificatrices de certains 
gènes [254, 256]. La terminaison du signal se fait par une nouvelle séquestration de NF-B 
dans le cytoplasme à travers une nouvelle synthèse de IB, induite par NF-B [257]. 
 
 AP-1 
 
AP-1 est un facteur de transcription sensible à l’oxydation et à la présence des 
facteurs de stress dans la cellule dont l’expression est diminuée par les antioxydants [258]. 
Le processus d’activation d’AP-1 est contrôlé par les MAPK, les signaux de différentiation 
et les cytokines pro-inflammatoires [259] qui favorisent sa fixation à des éléments de 
réponse tetradecanoylphorbol-13-acetate response element (TRE), situés dans les régions 
promotrices de nombreux gènes impliqués dans la différentiation cellulaire et la réponse 
inflammatoire [260]. Peu d’information concernant les mécanismes exacts d’activation de 
l’AP-1 par les RONS est connue, mais il est possible que des modifications post-
transcriptionnelles ou encore des interactions avec d’autres facteurs de transcription 
modulent son activité [261]. 
 
 PPAR 
 
Les PPAR définissent un groupe de récepteurs nucléaires agissant comme des 
facteurs de transcription [262] qui contrôlent l’expression de différents gènes impliqués 
dans la régulation de la croissance cellulaire et l’apoptose [263, 264]. Trois types de PPAR 
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(,  et ) ont été identifiés chez l’Homme, l’isoforme  (exprimé en majorité dans le foie) 
contrôle l’expression des enzymes impliquées dans la synthèse des principales défenses 
antioxydantes (CAT, SOD, GSH) [257, 261] tandis que l’isoforme  (exprimé dans le tissu 
adipeux et l’intestin) supprime la production de cytokines pro-inflammatoires par les 
macrophages activés [265, 266]. Les PPAR sont activés par les lipides et les eicosanoïdes et 
une fois activés, ils exercent des activités anti-inflammatoires dans différents types 
cellulaires en inhibant l’expression de gènes tels que ceux codant pour les cytokines et les 
facteurs de transcription pro-inflammatoires, par exemple le NF-B et l’AP-1 [263, 264]. 
 
1.2.6 STRESS OXYDANT DANS LA FIBROSE KYSTIQUE 
 
L’inflammation est reconnue comme un phénomène majeur participant au 
développement de la FK. En effet, les atteintes tissulaires caractéristiques de la maladie 
sont constituées d’un grand nombre de réactions impliquant les défenses immunitaires, 
principalement les cellules phagocytaires mononucléés (monocytes et macrophages) et les 
neutrophiles polynucléaires. Ces derniers vont induire une synthèse accrue de cytokines 
pro-inflammatoires (interleukines et chemokines) et de protéases (élastase, gélatinase et 
collagénase) qui vont dégrader les organes à sécrétions exocrines et plus particulièrement le 
poumon [267]. Au cours de ce processus, les cellules immunitaires augmentent leur 
production de RONS dans le but de combattre l’infection bactérienne [128, 129] si bien 
qu’elles finissent par générer un stress oxydant qui, en retour va activer les facteurs de 
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transcription sensibles à l’état rédox et ainsi maintenir l’inflammation de manière 
chronique. 
 
La protéine du CFTR joue un rôle essentiel dans le processus inflammatoire au 
niveau pulmonaire, surtout lorsqu’elle est non fonctionnelle, puisqu’elle bloque 
l’acidification des phagolysosomes et empêche l’élimination des bactéries phagocytées. 
Cette protéine mutée perd également son rôle de récepteur bactérien et devient incapable 
d’induire le recrutement de la protéine lung resistance-related protein pour l’internalisation 
et la destruction des bactéries par le biais de l’apoptose [268, 269]. Cependant, certaines 
évidences suggèrent que les processus inflammatoires dans la FK ne sont pas toujours une 
conséquence de l’infection bactérienne [270, 271], mais que ces derniers sont opérationnels 
dès la naissance en réponse à la présence d’une protéine du CFTR mutée au niveau des 
voies respiratoires [272]. De plus l’atteinte pulmonaire semble associée à une dérégulation 
de certaines voies de signalisation puisque les cellules épithéliales bronchiques porteuses de 
mutations dans le gène du CFTR présentent une activation permanente du facteur de 
transcription NF-B et celle des MAPKs sans compter une production spontanément 
augmentée d’IL-8 [273, 274], tandis qu’à l’inverse elles produisent moins d’IL-10 
(interleukine anti-inflammatoire) connue pour son effet suppresseur sur les cytokines pro-
inflammatoires [275]. 
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La perte de fonctionnalité de la protéine du CFTR dans le tractus gastro-intestinal 
est à l’origine de graves problèmes de malnutrition [26] qui influencent largement le profil 
inflammatoire [276-278]. En effet, les acides gras essentiels comme l’acide linoléique (AL, 
18:2n-6) et l’acide -linolénique (AAL, 18:3n-3) jouent un rôle fondamental dans la 
fonction immunitaire et leurs apports dépendent entièrement d’une alimentation et d’une 
absorption intestinale adéquate puisqu’ils seront par la suite convertis en acide gras 
polyinsaturés comme l’acide arachidonique (AA, 20:4n-6), l’acide eicosapentaenoïque 
(AEP, 20:5n-3) et l’acide docosahexanoïque (ADH, 22:6n-3). Une déficience en acides gras 
essentiels a été démontrée dans la FK [279-281] mais les niveaux plasmatiques d’AA 
demeurent généralement élevés [282]. L’implication de l’AA dans le processus 
inflammatoire se distingue parce qu’il est un précurseur d’éicosanoïdes inflammatoires 
[283] et un médiateur potentiel de l’inflammation [284]. Plusieurs études ont montré une 
hausse des concentrations des molécules inflammatoires dérivées de l’AA, incluant les 
prostaglandines [285, 286], les thromboxanes [284] et les leukotrienes [287-289] dans le 
sang [285] et, l’air expiré [290] ainsi que dans les lavages broncho-alvéolaires [289] chez 
les patients FK. 
 
La FK se manifeste par un mauvais contrôle des niveaux de RONS générés durant 
les diverses réactions inflammatoires à cause de la malabsorption des vitamines [267] et la 
mauvaise distribution du GSH [90, 91] causées par le mauvais fonctionnement de la 
protéine du CFTR. La production chronique d’espèces réactives réduit considérablement 
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les niveaux plasmatiques de GSH chez la plupart des patients [291, 292]. À la différence 
des autres maladies génétiques affectant le métabolisme du glutathion, son mécanisme de 
recyclage demeure fonctionnel durant la FK. Puisque le GSH est essentiel à la régénération 
des vitamines, sa déficience s’accompagne d’une diminution des niveaux d’acide 
ascorbique et d’-tocophérol [293]. La diminution des principales défenses antioxydantes 
en parallèle avec la production exagérée de RONS va favoriser les attaques radicalaires au 
sein des molécules biologiques pour aboutir à l’oxydation des lipides, des protéines, des 
glucides et de l’ADN. Les produits dérivés de ces différents processus d’oxydation sont 
connus pour accroître l’inflammation et par conséquent la production d’espèces réactives 
en favorisant ainsi l’établissement d’un cercle vicieux pendant la maladie [294]. 
 
1.2.6.1 La peroxydation lipidique 
 
Du fait de leur structure et abondance, les lipides polyinsaturés, tels que les 
phospholipides, le cholestérol, les esters de cholestérol, les glycolipides des membranes 
cellulaires et les lipoprotéines sont particulièrement sensibles à l’oxydation par les métaux 
et les radicaux libres oxygénés [141]. Cette oxydation déclenche une série de réactions en 
chaîne, la peroxydation lipidique, qui conduit à la formation de lipides hydroperoxydés 
(LOOH) ou d’aldéhydes [295]. En effet, les LOOH étant instables en milieu aqueux, ils se 
décomposent facilement en produits secondaires, tels que les aldéhydes. La peroxydation 
lipidique se décompose en trois étapes : l’initiation, la propagation et la terminaison (Figure 
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20). La phase d’initiation est due à l’attaque d’une espèce radicalaire (R•: HO•, RO•, ROO•, 
ONOO•) suffisamment réactive pour arracher un hydrogène situé en  d’une double liaison 
(hydrogène le plus labile) au niveau d’un acide gras polyinsaturé (LH) pour former un 
radical lipidique (L•). Ce radical se stabilise par réarrangement intramoléculaire en formant 
un diène conjugué capable de réagir facilement avec l’O2 pour donner LOO•. Ce dernier 
peut arracher un hydrogène d’une autre molécule d’acide gras adjacente, créant ainsi une 
réaction en chaîne (propagation) ou évoluer en peroxyde cyclique qui, au contact d’un autre 
acide gras donne naissance à un nouveau radical diène. La combinaison de LOO• avec un 
atome d’hydrogène conduit à la formation d’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous 
l’action des métaux (Fe2+ ou Cu+), formera LO• et HO•. Le radical LOO• peut également 
subir une coupure non enzymatique pour donner naissance à divers produits : aldéhydes ( 
et  insaturés) plus ou moins toxiques comme le 4-hydroxynonenal (HNE), le 
malondialdéhyde (MDA) et le 2-propenal (acroléine) [296, 297], ainsi que les isoprostanes 
[298]. 
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Figure 20 : Étapes du processus de peroxydation lipidique 
 
Tirée de Michel et al. [299] 
 
L’intensité et la multiplicité des produits dépendent de la nature des acides gras 
attaqués (exemple : le C18:2 conduit à la formation de 2 hydroperoxydes alors que le C22:6 
conduit à la formation de 10 hydroperoxydes : ce processus est non directement 
proportionnel au nombre de C). L’oxydation des lipides, des lipoprotéines circulantes ou les 
phospholipides membranaires ont des conséquences différentes. Lorsque l’attaque se porte 
sur les lipoprotéines, ces dernières s’oxydent et sont captées par les macrophages en 
induisant la formation de dépôts lipidiques que l’on trouve au niveau des plaques 
d’athéromes (athérosclérose) à l’origine des maladies cardiovasculaires [300]. Dans la FK, 
l’attaque des phospholipides membranaires modifiera la structure de l’épithélium 
pulmonaire et affectera le bon fonctionnement des récepteurs et transporteurs membranaires 
[301]. 
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1.2.6.1.1 Les aldehydes 
 
Comparés aux radicaux libres très réactifs, les aldéhydes sont plus stables et 
possèdent une durée de vie plutôt longue leur permettant par conséquent, de diffuser à 
partir de leur lieu de formation (membranes plasmiques) pour atteindre et attaquer des 
cibles intra- et extracellulaires distantes de l’évènement radicalaire d’origine. Les aldéhydes 
exhibent une grande réactivité envers les molécules biologiques (protéines, lipides et ADN) 
si bien qu’ils sont capables de former des adduits covalents avec ces dernières. Trois 
principaux groupes d’aldéhydes sont souvent cités dans la fibrose kystique : les 2-alkenals 
(exemple : hexenal), les 4-hydroxy-2-alcenals (exemple : HNE) et les cetoaldéhydes 
(exemple : MDA) [302, 303]. 
 
1.2.6.1.1.1 Le 4-Hydroxynonénal 
 
La première caractérisation du HNE (ou trans-4-hydroxy-2-nonenal; Figure 21) a 
été faite par Esterbauer et collaborateurs en 1991 [295] et depuis ce composé a fait l’objet 
d’une recherche constante quant à sa formation, la compréhension de son rôle dans le 
développement des maladies inflammatoires chroniques [296]. Cet aldéhyde est formé à 
partir des acides gras de la série n-6 et l’on sait avec exactitude qu’il provient des 
hydroperoxydes émanant de l’oxydation de l’acide linoléique et l’acide arachidonique 
[304]. 
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Figure 21 : Molcéule de 4-hydroxy-2-nonénal avec ses insaturations  et  
 
Tirée de www.wikipedia.fr 
 
Dans les conditions physiologiques, la concentration cellulaire de HNE varie entre 
0.1-3 M [296] alors qu’elle peut atteindre 5-10 M dans les conditions pathologiques 
[305]. Le HNE agit comme un second messager toxique, capable d’altérer diverses activités 
biologiques dans la cellule allant de l’inhibition de la synthèse et de la fonction des peptides 
(GSH), jusqu’à l’inactivation des enzymes (enzymes contenant des fonctions -SH) en 
passant par la stimulation de processus inflammatoires (induction de la cyclooxygénase 2) 
et l’inhibition des gènes de la réponse antioxydante (Nrf2) [305-307]. La formation 
d’adduits covalents (adduit de Michael ou base de Schiff) entre le HNE et les protéines 
(HNE-protéines) possédant une chaîne aminée latérale (lysine ou histidine) représente 
également un évènement toxique à travers lequel les biomolécules perdent leur activité 
biologique [308]. Une augmentation des concentrations en HNE a été démontrée durant la 
FK dans l’air expiré [309], les sécrétions bronchiques et les lavages broncho-alvéolaires 
[310]. Plus récemment, une augmentation des niveaux sanguins d’adduits HNE-protéines a 
également été démontrée dans cette maladie [311] (article 1 joint à ce document). Il existe 
trois grandes voies de détoxification du HNE dans la cellule : 1) sa liaison au GSH pour 
former les adduits GS-HNE; 2) son oxydation en acide 4-hydroxynonenoique (HNA); et 3) 
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sa réducion en alcool 1,4-dihydroxynonene (DHN) [312]. La formation des complexes GS-
HNE constitue la principale voie de détoxification du HNE dans les érythrocytes et le foie 
[313, 314]. Les complexes GS-HNE sont éliminés par voie urinaire après réduction en GS-
DHN (acide mercapturique) ou 	-oxydation en GS-HNA (lactone) [315] alors que les 
adduits HNE-protéines sont essentiellement dégradés au niveau du protéasome 20S [316]. 
 
Figure 22 : Principales voies métaboliques du HNE 
 
Tirée de Alary et al.[315] 
 
  
 
90
1.2.6.1.1.2 Le malondialdéhyde 
 
À la différence du HNE qui provient à la fois de la dégradation de l’acide linoléique 
et de l’acide arachidonique, le MDA (Figure 23), le -dialdéhyde tricarboné le plus simple 
et le plus connu, est produit lors de la coupure des AGPI (n-6 et peu de n-3) possédant au 
moins deux doubles liaisons (acide arachidonique, acide éicosapentaénoïque, acide 
docosapentaénoïque, acide linolénique). Plus précisément, ce sont les hydroperoxydes très 
sujets à des réactions de cyclisation, qui conduisent à la formation 
d'hydrobicycloendoperoxydes qui eux, se décomposeront par scission pour donner du MDA 
[295]. 
 
Figure 23 : Tautomérie au sein de la molécule de MDA 
 
Tirée de www. commons.wikimedia.org 
 
D’autres composés non lipidiques tels que le désoxyribose ou le saccharose tout 
comme  la biosynthèse des éicosanoïdes [317, 318] sont capables de générer le MDA. 
Même si à pH physiologique le MDA est principalement sous forme d’ion enolate qui a 
relativement une faible réactivité [295], il est capable de réagir avec des groupements 
-
  
 
91
aminés de lysine au sein des protéines, pour former des adduits MDA-protéines. Hormis le 
fait que la modification des protéines altère leurs propriétés biologiques, les adduits MDA-
protéines sont immunogéniques et des anticorps dirigés contre ces derniers ont été détectés 
dans les sérums humains [142]. Certaines études ont rapporté que le titre de ces anticorps 
était étroitement associé à la progression des complications dans certaines maladies 
pulmonaires comme la FK et l’asthme [142, 301]. Chez les patients FK, une augmentation 
dans la modification des protéines plasmatiques par le MDA [319-324] ainsi qu’une forte 
excrétion urinaire de MDA [325] ont été rapportés. 
 
1.2.6.1.1.3 Les F2-isoprostanes 
 
Les F2-isoprostanes (Figure 24) forment une famille de substances semblables aux 
prostaglandines PGF2 qui sont produites in vivo par une attaque radicalaire des RONS sur 
l’acide arachidonique [326]. Lors de leur formation, les F2-isoprostanes sont initialement 
estérifiés sur les phospholipides, puis ils sont détachés sous forme libre dans la circulation 
sanguine par des phospholipases [327] avant leur excrétion dans les urines. Les F2-
isoprostanes sont des composés relativement stables, présents en quantité dosable dans les 
conditions physiologiques, dont les concentrations urinaires et plasmatiques sont modulées 
par un stress oxydant in vivo tout comme leur formation est modulée par certains 
antioxydants [135, 328]. Parmi les 64 isomères des F2-isoprostanes disponibles, la classe 
des 8-iso-Prostaglandines F2 (iPF2-III ou 15-F2t-IsoP) est celle que l’on retrouve dans les 
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urines chez l’Homme. La quantification de cette classe d’isoprostanes est d’ailleurs la 
référence actuelle pour l’évaluation du stress oxydant in vivo [329] et comme biomarqueur 
de la peroxydation lipidique dans le cadre de nombreuses pathologies inflammatoires et 
chroniques [330-333]. De plus, les isoprostanes iPF2-III ont été associés à la 
vasoconstriction [328]dans le lit vasculaire rénal et pulmonaire [326]. Chez les malades FK, 
une augmentation des concentrations en F2-isoprostanes a été rapportée dans l’air expiré, 
les urines, le plasma et le sang [332, 334-338]. Tout comme le HNE et le MDA, les 
molécules d’isoprostanes sont maintenant considérées non seulement comme des 
biomarqueurs du stress oxydant mais aussi comme des molécules bioactives impliquées 
dans la pathologie de la FK [339, 340]. 
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Figure 24 : Structure et formation des F2-isoprostanes 
 
 
Tirée de www.media.wiley.com 
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1.2.6.2 L’oxydation des protéines 
 
Les protéines comportant un groupement sulfhydryle (SH) sont les plus affectées 
par l’action des RONS durant le stress oxydant. La présence de groupement SH dans les 
enzymes et les protéines de transport est généralement impliquée dans le maintien de la 
structure tridimensionnelle mais aussi dans le fonctionnement du site catalytique et par 
conséquent dans la fonctionnalité. L’oxydation de ces protéines entraîne généralement une 
perte des propriétés biologiques en plus de les rendre sensibles à l’action des protéases. Ces 
protéines oxydées deviennent hydrophobes, soit par suppression des groupements amines 
ionisables, soit par extériorisation des zones hydrophobes centrales si bien qu’elles forment 
des amas dans les cellules qui, une fois associés aux lipides, forment des dépôts de 
lipofuschines [341]. Une accumulation de protéines oxydées dans le tissu pulmonaire a été 
démontrée durant la FK [342, 343]. La formation de protéines carbonylées, résultant de 
l’oxydation ou de la glycation (résidus lysine) des acides aminés des chaines latérales 
(résidus lysine, arginine, proline et thréonine) a aussi été démontrée dans le plasma des 
patients FK [297, 344]. 
 
1.2.6.3 L’oxydation de l’ADN 
 
L’ADN et les bases qui le composent, essentiellement la guanine, sont également 
sensibles à l’action du stress oxydant. Une attaque radicalaire des RONS entraîne une 
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oxydation des bases en engendrant la formation de molécules modifiées telles que la 8-
hydroxy-20-deoxyguanosine (8OHdG) oxo-guanine, la 8 nitro-guanine et la 8 oxo-adénine, 
la 5-hydroxy-methyl uracile. Habituellement, la mesure de 8OHdG sert d’indicateur fiable 
de dommage oxydatif de l’ADN [330, 345, 346]. Une augmentation des niveaux 
plasmatiques et urinaires de 8OHdG a été démontrée durant la fibrose kystique [139]. 
Cependant il est important de souligner qu’une augmentation des niveaux de 8OHdG peut 
aussi provenir de la dégradation du dGTP oxydé dans le pool précurseur d’ADN de manière 
totalement différente du processus de réparation de l’ADN qui élimine les résidus oxydés 
de guanine. 
 
1.3 STRESS OXYDANT ET DIABÈTE 
 
L’importance du stress oxydant dans le diabète (type 1 et 2) a été mise en 
évidence grâce à l’augmentation dans les niveaux de différents marqueurs du stress oxydant 
(section 1.2.6) [347-349] mais également à une diminution dans les mécanismes de défense 
antioxydante (section 1.2.3) [350, 351]. Cependant, l’on ignore encore si le stress oxydant 
représente une cause ou simplement une conséquence dans la survenue du diabète même 
s’il est maintenant largement accepté qu’il contribue au développement de certaines de ses 
complications comme l’hypertension, l’athérosclérose, la rétinopathie et la neuropathie 
[352-355]. Néanmoins, l’on sait que la présence d’une hyperglycémie est une condition 
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favorisant la production de RONS et diminuant la capacité antioxydante cellulaire [356, 
357]. Trois voies métaboliques importantes sont impliquées dans la production de RONS 
dans les conditions d’hyperglycémie : 1) la formation des produits terminaux de glycation 
ou advanced glycation end products (AGE); 2) l’activation de la protéine kinase C (PKC); 
et 3) l’activation de la voie des polyols [358, 359].  
 
 Formation des AGEs 
L’abondance en glucose dans les conditions d’hyperglycémie peut entraîner la 
formation de résidus glycosylés ou produits d’Amidori, émanant de réactions non 
enzymatiques entre le glucose et les amines primaires des protéines [360]. Ces produits 
d’Amidori vont subir une série de réactions (déshydratation et réarrangement) avant d’être 
convertis en adduits covalents stables ou AGEs [357]. La formation des AGEs peut 
également provenir de l’auto-oxydation intracellulaire du glucose en glyoxal [361] et de la 
fragmentation de certains composés de la glycolyse comme le glycéraldéhyde-3-phosphate 
(PGAL) et dihydroxyacétone phosphate (DHAP) en méthylglyoxal [359]. L’interaction des 
AGEs avec leurs récepteurs cellulaires (RAGEs) induit une production massive de RONS 
[362] à travers l’activation de la NOX [363]. La production de ROS par l’intermédiaire des 
AGE a été clairement démontrée dans la survenue des complications vasculaires du diabète 
[362]. 
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 Activation PKC 
La PKC est une enzyme dont la régulation dépend du statut redox et qui est activée 
en présence de RONS et inhibée par les antioxydants [364]. Des études suggèrent que 
l’interaction entre les AGE et les RAGE durant une hyperglycémie est capable d’activer la 
PKC [365] qui, à son tour, activera NOX en augmentant la production de RONS [366]. 
 Voies des polyols 
L’aldose réductase est une enzyme qui régule la conversion cellulaire des aldéhydes 
(toxiques) en alcools (inactifs) [367]. Dans les conditions physiologiques, le glucose 
représente un substrat de faible affinité pour cette enzyme, mais en présence d’une 
hyperglycémie, une partie de l’excès de glucose est converti en sorbitol [357]. L’aldose 
réductase utilisant le NADPH comme cofacteur, une hyperglycémie prolongée diminue les 
niveaux de NADPH, rendant ainsi la cellule vulnérable à l’action des ROS [357] via en 
particulier des effets potentiels sur le GSH. Par ailleurs, l’oxydation du sorbitol en fructose 
via la voie des polyols, augmente le ratio NADH/NAD+ [357], inhibe l’activité de la 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, et augmente l’accumulation des trioses 
phosphates (PGAL et DHAP) qui vont induire la formation des AGEs [359]. 
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1.3.1 MÉCANISMES DU STRESS OXYDANT DANS LE DIABÈTE  
 
Dans la littérature, de nombreu études expliquent et détaillent divers mécanismes à 
travers lesquels le stress oxydant favorise la survenue de complications dans le diabète de 
manière générale. Dans cette section, je me limiterai à l’impact du stress dans la fonction de 
la cellule  pancréatique et la signalisation de l’insuline afin de mieux expliquer ce qui se 
passe dans le CFRD. 
 
1.3.1.1 Stress oxydant et synthèse d’insuline 
 
Chez la souris diabétique ob/ob, l’activation de la voie de signalisation impliquant 
JNK de la famille des MAPKs, en présence d’espèces pro-oxydantes (H2O2, HO
• et ONOO-
), est associée à une réduction de la production endogène d’insuline dans les cellules  
[368]. Cette voie de signalisation qui a déjà été associée à la détérioration de la fonction 
pancréatique durant le diabète, agit sur le facteur de transcription PDX-1 [361]. Par sa 
fixation sur le gène de l’insuline, ce facteur de transcription assure la synthèse et la 
maturation de l’insuline. Toutefois, la modification de l’état de phosphorylation des 
molécules impliquées dans la signalisation de l’insuline par JNK va également réduire la 
fixation de PDX-1 à la molécule d’ADN [368]. Néanmoins, il a été démontré chez ces 
animaux ob/ob, qu’un traitement à base d’antioxydants (vitamine E et N-acétyl-cystéine) 
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protège la fonction pancréatique  en restaurant son contenu en insuline ainsi que 
l’expression de son gène [369]. 
 
1.3.1.2 Stress oxydant et sécrétion d’insuline 
 
Le glucose déclenche la sécrétion d’insuline au niveau des cellules  du pancréas 
(Figure 25) selon la séquence d’évènements suivante : 1) entrée du glucose dans la cellule; 
2) métabolisation par la voie de la glycolyse; 3) augmentation du ratio ATP/ADP dans le 
cytosol; 4) fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants (KATP); 5) ouverture des 
canaux calciques voltage-dépendants; et finalement 6) exocytose des granules d’insuline 
[370-372]. 
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Figure 25 : Étapes conduisant à l’exocytose des granules d’insuline 
 
Tirée de Wiederkehr et al.[373] 
 
Dans des conditions de stress oxydant, il a été montré que la présence de RONS tels 
que l’H2O2 et l’HO
• inhibe la sécrétion d’insuline en interférant avec les enzymes de la 
glycolyse aboutissant à la diminution de la production d’ATP [372] et affectant par 
conséquent le ratio ATP/ADP [374]. Ces espèces réactives sont également capables de 
provoquer une hyperpolarisation membranaire en activant directement les canaux KATP, un 
processus qui maintiendra la fermeture des canaux calciques voltage-dépendants et altèrera 
la sécrétion d’insuline [375]  
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1.3.1.3 Stress oxydant et résistance à l’insuline 
 
Les effets du stress oxydant impliqué dans le phénomène de résistance à l’insuline 
ont été particulièrement mis en évidence à travers les actions de l’H2O2 et l’HO
• dans la 
voie de signalisation de l’insuline au niveau de son récepteur (IR) et de ses substrats (IRS-1 
et 2) [376, 377]. 
Figure 26 : Mécanismes liant le stress oxydant à la résistance à l’insuline 
 
Tirée de Evans et al.[377] 
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La fixation de l’insuline sur son récepteur (sous-unité ) induit une 
autophosphorylation d’un résidu tyrosine de la sous-unité  [377]. Une fois phosphorylé, IR 
va activer les molécules de IRS-1 dans un processus de phosphorylation, sur des résidus 
tyrosine, avant de compléter la voie de signalisation de l’insuline par l’activation de la 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase) [378]. Des études réalisées chez l’animal ont 
démontré que l’H2O2 inhibe la transduction du signal de l’insuline en bloquant l’activation 
de IR et IRS, ainsi que celle de la PI 3-kinase [376]. La présence d’H2O2 et celle d’O2
•- 
augmente la phosphorylation des molécules de IRS sur certains résidus sérine et/ou 
thréonine, ce qui a pour effet de réduire leur association avec IR et d’inhiber la cascade de 
signalisation impliquant la PI 3-kinase [379]. 
 
Hormis l’action directe d’espèces réactives, le rôle des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF) dans la résistance à l’insuline a également été suggéré 
dans le diabète de type 2 [380, 381]. La succession des évènements précis conduisant à la 
résistance à l’insuline dans ce mécanisme n’est pas totalement connue, mais elle passe par 
un processus de phosphorylation des résidus sérine et thréonine au niveau de IRS-1 ainsi 
que par l’activation de NF-B (par les cytokines), puisque certains inhibiteurs de NF-B et 
certains ligands des PPAR restaurent la sensibilité à l’insuline [381] Il a été également 
démontré qu’une inactivation prolongée PTP par des oxydants (H2O2) et les métaux de 
transition (zinc et cuivre) pouvait favoriser l’installation de la résistance à l’insuline dans le 
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diabète de type 2 [382]. En effet, les PTP assurent également la biodisponibilité des résidus 
phosphotyrosine nécessaires au transport du glucose stimulé par l’insuline au niveau des 
adipocytes et du muscle [383]. Dans les conditions physiologiques, l’inhibition sélective et 
réversible de PTP-1B par l’H2O2 améliore l’action de l’insuline [384, 385]. Toutefois, 
l’oxydation irréversible des résidus –SH requis pour leur activité catalytique inactive les 
PTP et favorise l’installation de la résistance à l’insuline [386]. 
 
1.3.1.4 Stress oxydant et CFRD 
 
1.3.1.4.1 Étiologie et épidémiologie du CFRD 
 
1.3.1.4.1.1 Étiologie 
C’est en 1940 que des changements dans le métabolisme du glucose ont été décrits 
pour la première fois chez les malades FK, et en 1955 le diabète était reconnu comme une 
complication de cette maladie [387]. Le CFRD est considéré comme une entité différente 
des autres diabètes (types 1 et 2) puisqu’il se caractérise par une perte progressive de la 
masse des cellules , une déficience en insuline et une résistance à l’insuline [388] ainsi 
qu’une altération dans la clairance de l’insuline [389]. Dans le diabète de type 1, la 
destruction (90%) des cellules  (insulite) est auto-immune, à médiation cellulaire, et en 
relation avec les gènes du complexe majeur d’histocompatibilité HLA-DR [390]. Dans le 
cadre du CFRD, les études anatomo-pathologiques du pancréas n’ont montré ni insulite, ni 
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aucune corrélation avec le système HLA-DR [391, 392]. De plus, le CFRD semble 
apparaître après la destruction de 50% des cellules , laissant supposer l’existence d’autres 
facteurs agissant sur l’apparition de l’hyperglycémie. Le diabète de type 2 résulte de 
l’association de plusieurs phénomènes complexes, mais principalement d’une résistance 
périphérique à l’action de l’insuline combinée à un déficit de la sécrétion d’insuline par le 
pancréas [393]. Le CFRD se caractérise par une période d’intolérance au glucose ou 
impaired glucose tolerance (IGT), où la glycémie postprandiale n’est plus normale mais 
n’a pas encore atteint le seuil caractéristique au diabète [394]. 
 
1.3.1.4.1.2  Épidémiologie 
Le CFRD est exceptionnel avant l’âge de 10 ans puisqu’il n’affecte que 2% de la 
population pédiatrique alors qu’il est présent chez plus de 50% de la population FK adulte 
[395]. Cependant, l’intolérance au glucose affecte la grande majorité des patients FK, et 
elle est à l’origine de l’apparition précoce de certaines complications du diabète (vaisseaux, 
yeux, reins) [395-397]. Dans son rapport de l’année 2000, la Fondation Américaine de 
Fibrose Kystique a démontré que l’intolérance au glucose touche près de 14% des patients 
nord-américains [398, 399]. Une phase prolongée d’IGT confère au malade FK un risque 
important de développer ultérieurement le CFRD [400] et par conséquent une augmentation 
des risques de mortalité au sein de cette population. L’espérance de vie des patients FK est 
autour de 34 ans de nos jours, mais moins de 25% des patients CFRD atteignent cet âge 
comparé aux 60% exempts de CFRD [401]. Certaines études révèlent que le CFRD semble 
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survenir plus précocement dans la population féminine avec une prévalence supérieure 
(17%) à celle observée dans la population masculine (12%) [402-404]. D’autres études ont 
par ailleurs démontré que la mortalité associée au CFRD touche en majorité la population 
féminine [405, 406] chez laquelle la fonction respiratoire décline avec le statut d’IGT 
[407]. 
 
1.3.1.4.2 Classification et Physiopathologie du CFRD 
 
1.3.1.4.2.1 Classification 
Le CFRD est le plus souvent asymptomatique mais l’apparition des symptômes 
peut être précipitée par un facteur aggravant tel que l’hyperglycémie, la surinfection 
pulmonaire [408, 409] et la corticothérapie [410-412]. Puisque la glycémie à jeun reste 
longtemps normale chez la majorité des patients CFRD, seule une minorité (16%) présente 
une glycémie à jeun pathologique [413], l’hyperglycémie provoquée orale (HGPO) 
demeure le test de dépistage du CFRD. Ce test consiste à administrer à jeun, une solution 
de glucose (1,75 g/kg de poids corporel, avec un maximum de 75 g) avec des mesures de 
glycémie et d’insulinémie avant et 2 heures après la charge de glucose. Selon les critères de 
diagnostic et de classification du diabète, le CFRD sera établi pour une glycémie supérieure 
ou égale à 11,1 mM (2 g/L) à 2 heures [398]. Compte tenu de la phase silencieuse de la 
maladie, la Fondation Américaine de Fibrose Kystique (The North American Cystic 
Fibrosis Foundation) recommande un dépistage précoce de l’IGT et du CFRD chez les 
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patients de plus de 10 ans par la pratique annuelle d’HGPO [414].  En vertu des différences 
(diagnostic et caractéristiques) existant entre le CFRD et les autre formes de diabète, 
l’Association Américaine du Diabète (The American Diabetes Association) classe encore le 
CFRD dans la catégorie des maladies du pancréas exocrine « disease of exocrine pancreas » 
[415]. 
 
1.3.1.4.2.2 Physiopathologie 
Au niveau pancréatique, le rôle de la protéine du CFTR dans le développement du 
CFRD ainsi que les causes exactes de la maladie ne sont pas encore connues. Chez 
l’Homme, la présence de la protéine du CFTR a été confirmée dans le pancréas exocrine 
(cellules centro-acinaires et canaux pancréatiques) mais sa présence dans le pancréas 
endocrine (îlots de Langerhans) ne fait guère l’unanimité puisque certains auteurs ne la 
confirment pas [416-418] à part un récent travail [419]. Ces observations discordantes 
s’expliquent probablement par la qualité et la sensibilité des techniques utilisées dans la 
localisation de la protéine du CFTR dans le pancréas endocrine : hybridation in situ 
(absence d’ARNm) vs microarray (présence d’ADN) [417, 419]. La présence de la protéine 
du CFTR a été cependant confirmée dans le pancréas endocrine chez l’animal mais son rôle 
dans la fonction endocrine demeure inconnu [420].  
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La compréhension du dysfonctionnement du CFTR dans la survenue du CFRD reste 
encore grandement manquante. Il est intéressant de noter que  le CFRD survient en majorité 
chez les malades ayant une insuffisance pancréatique exocrine et une insuffisance 
respiratoire; c’est-à-dire ceux possédant généralement un génotype CFTR sévère (F508) 
[22]. Puisque les poumons et le pancréas sont des organes sujets à l’infection et/ou à 
l’inflammation durant la maladie, plusieurs hypothèses ont été émises quant à leur 
implication dans la survenue du CFRD. Une des hypothèses suggère que l’évolution de 
l’insuffisance pancréatique exocrine (voir section 1.1.2) vers l’atrophie du pancréas (y 
compris les îlots de Langerhans) constitue un élément favorisant le développement du 
CFRD [421, 422]. Dans ce processus, l’on pense que l’obstruction des canaux 
pancréatiques (sécrétions épaisses et visqueuses) réduit considérablement le flux sanguin 
dans le tissu pancréatique et contribue à une ischémie et à la mort des cellules  [402, 423]. 
En d’autres termes, l’attaque endocrine semble s’établir de manière progressive et tardive 
dans la maladie, expliquant probablement pourquoi la survenue du diabète est rare dans les 
dix premières années de vie des patients tandis que la prévalence du CFRD augmente avec 
l’âge [395, 410]. D’autre part, l’insuffisance pancréatique exocrine est associée à des 
phénomènes inflammatoires continus (production d’éicosanoïdes) [284, 424, 425] qui 
subsistent même en absence d’infection bactérienne dans la maladie [272, 289, 426]. La 
persistance de ces processus inflammatoires favorise la progression de la fibrose vers le 
pancréas endocrine et contribue à l’installation du CFRD [427]. Sachant que les 
phénomènes inflammatoires sont associés à une production de RONS (sections 1.2.3 et 
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1.2.6) et qu’ils ne se limitent pas simplement au niveau pancréatique et pulmonaire [428], 
une autre hypothèse suggère l’implication de l’inflammation dans l’installation d’un stress 
oxydant dont les effets peuvent affecter la survenue du CFRD [311]. Dans ce contexte, la 
perte graduelle de la masse et/ou du nombre des cellules  ainsi que leur 
dysfonctionnement [388] pourraient s’expliquer par l’activation de la voie de signalisation 
impliquant JNK (section 1.3.1.1) [361, 368] et celle impliquant NF-B (section 1.2.2.3.2.3) 
[254, 255]. La résistance à l’insuline s’expliquerait quant à elle par un effet des cytokines 
pro-inflammatoires (IL-1,IL-6 et TNF-) au niveau du récepteur IRS-1 (section 1.3.1.3) 
[376, 377, 379, 381]. 
 
1.3.1.4.3 Prise en charge du CFRD 
 
Des règles ont été établies pour le suivi, les objectifs de prise en charge, les 
modalités de traitement et la nutrition chez les patients FK [429, 430]. Ces règles 
conseillent d’abord le maintien d’un état nutritionnel optimal favorisant une bonne 
croissance et ensuite le contrôle des hyperglycémies afin d’éviter les complications du 
diabète, la fourchette glycémique souhaitable étant la même que dans les autres diabètes 
[389, 430]. Ainsi, les recommandations nutritionnelles habituellement données aux 
diabétiques (type 1 et 2) doivent être réajustées dans le cadre des patients FK. À cause de la 
malnutrition, secondaire à l’insuffisance pancréatique exocrine, les apports caloriques 
doivent viser 120 à 150% des besoins caloriques théoriques (les patients sont encouragés à 
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manger autant que possible), l’alimentation doit être riche en lipides (35-40% des apports 
caloriques) et, les glucides ne doivent pas être limités, même en proportion de la ration 
calorique, mais plutôt en termes d’index glycémique [431]. Les protéines ne doivent pas 
être limitées (même s’il existe une néphropathie) et, un plan alimentaire de trois repas et 
trois collations doit être encouragé. 
 
Puisque le déficit en insuline représente la principale anomalie dans la population 
CFRD, l’insulinothérapie est conseillée même en absence d’hyperglycémie à jeun [432]. 
Les hypoglycémiants oraux augmentent la sécrétion d’insuline en agissant sur son récepteur 
au niveau de la cellule . Ces agents, en particulier les sulfamides, sont les seuls qui ont été 
étudiés dans le CFRD, mais peu de données sont publiées. Les données actuelles montrent 
que les sulfamides sont capables d’augmenter la sécrétion d’insuline, sans la normaliser, et 
sans que l’on puisse pour l’instant objectiver sur une amélioration clinique. Cependant, ils 
sont utilisés dans plusieurs centres européens et américains, permettant de repousser le 
début de l’insulinothérapie. L’usage des agents qui réduisent la résistance à l’insuline 
comme les biguanides (metformine) est strictement déconseillé dans le CFRD à cause des 
risques éventuels d’effets secondaires importants tels que l’acidose lactique, l’anorexie, les 
diarrhées et l’atteinte hépatique. L’ascarbose réduit l’absorption intestinale de glucose, avec 
pour conséquence une quasi-normalisation du pic glycémique au cours de la charge de 
glucose, mais également une diminution de la sécrétion d’insuline [433], ce qui laisse 
prévoir l’absence de bénéfice nutritionnel, sans compter les nombreux effets secondaires. 
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La Fondation de Fibrose Kystique considère que dans l’état actuel des données, l’utilisation 
des agents oraux antidiabétiques dans la FK doit être limitée à des essais thérapeutiques. 
110 
 
2 BUTS ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 
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La susceptibilité au stress oxydant est fonction de l’équilibre entre les processus qui 
initient la production de molécules oxydantes et les mécanismes de défenses antioxydantes 
cellulaires. L’inflammation pulmonaire chronique durant la FK est dominée par un afflux 
de neutrophiles en réponse à l’infection bactérienne des voies respiratoires. La libération de 
protéines granulaires et la production accrue d’espèces radicalaires par les neutrophiles 
activés favorisent grandement l’apparition d’un stress oxydatif dans le tissu pulmonaire au 
cours de la maladie [303]. Une production accrue de RONS a déjà été démontrée dans la 
destruction du parenchyme pulmonaire [434] et plusieurs marqueurs du stress oxydant sont 
augmentés durant la maladie FK [303, 311, 334, 435].  
 
Parallèlement au stress oxydant, un déficit en glutathion, probablement lié au 
dysfonctionnement du CFTR, a été montré durant la FK [292, 436, 437]. Ce déficit en 
glutathion peut occasionner des changements dans les niveaux des autres antioxydants, 
augmenter le stress oxydatif en provoquant des dommages au niveau hépatique, 
pancréatique et intestinal, induire le processus de peroxydation lipidique et une oxydation 
des protéines en provoquant leur dénaturation et leur agrégation [438, 439]. De plus, la 
persistance de l’inflammation pulmonaire, même en absence d’infection, active les facteurs 
de transcription sensibles à l’état rédox et stimule la production de cytokines pro-
inflammatoires qui vont maintenir le stress oxydant de manière chronique [440, 441]. 
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La viscosité du mucus durant la FK pose un problème dans les organes du tractus 
gastro-intestinal, puisqu’elle tend à bloquer les intestins ainsi que les canaux pancréatiques 
et hépatiques. L’activation prématurée d’enzymes digestives dans les canaux pancréatiques 
est à l’origine de l’apparition de fibrose, responsable d’une insuffisance pancréatique 
exocrine [442] qui évolue progressivement pour atteindre le pancréas endocrine et causer le 
CFRD [389]. Ce diabète se caractérise par une phase d’intolérance au glucose et une phase 
de résistance à l’insuline associée à un défaut de sécrétion et/ou une absence de sécrétion 
d’insuline [387]. Cette anomalie du métabolisme glucidique reste toutefois complexe et 
peut provenir de plusieurs facteurs : 1) la destruction progressive des cellules  par la 
fibrose ; 2) l’augmentation du nombre de cellules  sécrétrices de glucagon ; et  3) les 
changements dans la sensibilité à l’insuline [400]. 
 
 La survenue du CFRD est souvent associée à une détérioration de la fonction 
pulmonaire [23], probablement en relation avec l’inflammation et le stress oxydant. Une 
augmentation du stress oxydant a été montrée au cours du diabète [443] avec d’importantes 
modifications au niveau de la balance oxydants/antioxydants, qui sont impliquées dans la 
destruction des îlots des cellules  [348]. Étant donné que la FK est associée au stress 
oxydatif tout comme le diabète, nous avons émis l’hypothèse que le développement du 
CFRD peut être en relation avec l’augmentation du stress oxydant. Dans ce contexte, 
l’objectif global de notre projet étudie la corrélation entre le stress oxydant et le 
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métabolisme du glucose chez les sujets avec FK. Pour ce faire, nous avons évalué les 
changements dans le métabolisme du glucose et l’évolution des fonctions pulmonaires dans 
la population pédiatrique FK. Nous avons également évalué un des éléments clés des 
défenses antioxydantes, le glutathion et quantifier un marqueur du stress oxydatif, les 
adduits HNE-protéines chez ces patients en fonction de leur tolérance au glucose. 
 
Dans une autre étude, nous avons évalué le rôle du stress oxydant sur la 
fonctionnalité de la cellule . Des cellules TC-tet, d’origine murine, connues pour 
maintenir une grande capacité de sécrétion d’insuline même en présence de faibles 
concentrations de glucose [444], ont été utilisées à cet effet. L’ampleur du stress oxydant a 
été évalué par la modulation des niveaux de glutathion (GSH et GSSG) et la quantification 
des marqueurs de la peroxydation lipidique : adduits HNE-protéines et MDA libre. Nous 
avons également vérifié de quelle façon le stress oxydant affecte la réponse inflammatoire 
en quantifiant l’expression d’IB et NF-B. Puisque le ratio ATP/ADP est au centre du 
processus d’exocytose des granules d’insuline, nous avons évalué l’effet du stress oxydant 
sur le contenu cellulaire des ces nucléotides. 
 
Les articles inclus dans ce document représentent la majeure partie du travail de 
doctorat de l’auteur principal de cette thèse. La quasi-totalité des expériences a été réalisée 
par l’auteur principal. 
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Abstract 
Background
Cystic fibrosis (CF) is characterized by chronic inflammation with increased oxidative 
stress.  We evaluated the relationship between glucose tolerance and oxidative stress in CF 
children. 
Methods
Patients 10-18 years old underwent oral glucose tolerance testing (n=31).  At 2-h, we 
assessed blood glutathione and 4-hydroxynonenal-protein adducts (HNE-P), and urine 1,4-
dihydroxynonane-mercapturic acid conjugate (DHN-MA).  Plasma fatty acid (FA) profile 
was performed.  Patients with impaired glucose tolerance (IGT) were retested 6 to 24 
months later and received additional nutritional recommendations (NR) when possible.   
Results
Fifty-two percent of patients had normal glucose tolerance (NGT), 42% IGT and 6% cystic 
fibrosis-related diabetes (CFRD).  HNE-P concentrations significantly increased with 
diabetes (109%).  Two-h BG correlated positively with HNE-P and negatively with DHN-
MA.  FA profile was modified with IGT.  Of retested IGT patients, 25% received no NR; 
they remained IGT at 6 months and progressed to CFRD.  Of those who received NR, 67% 
normalized, 11% remained intolerant and 22% developed CFRD.  HNE-P levels dropped 
(88%) in IGT patients reverting to NGT, increased (94%) in the IGT patients with NR 
developing CFRD, decreased (90%) with persistent IGT.   
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Conclusion
CF children showed evidence of increased oxidative stress with worsening of glucose 
metabolism.  NR may delay the appearance of CFRD. 
Keywords: cystic fibrosis, diabetes, 4-hydroxynonenal, protein modifications, glucose 
tolerance, lipid peroxidation. 
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1. Introduction 
Cystic fibrosis (CF), the most common lethal genetic disease in Caucasians (1), is caused 
by mutations of a gene encoding the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
(CFTR).  The most frequent mutation is the deletion of a phenylalanine residue at position 
508 (F508).  The CFTR protein, a chloride channel, is also involved in homeostasis of 
other ions and metabolites such as glutathione (2).  In CF, the defective water and chloride 
transport leads to viscous secretions causing scarring and destruction of organs.  This may 
result in exocrine and endocrine pancreatic insufficiency as well as cystic fibrosis-related 
diabetes (CFRD).  The largest U.S. survey of CF patients revealed a prevalence of 
treatment-requiring diabetes of 17% in females and 12% in males aged  13 years (3).  
 
The pathophysiology of abnormal glucose metabolism in CF patients is multifactorial.  
Endocrine pancreatic dysfunction may be due to impairment of 	-cell function with 
progressive fibrosis of Langherans islets, resulting in distortion, ischemia, cell death, a 
decrease in number of islets and disturbances of other islet cell functions.  Other 
contributory factors may include defects in insulinotropic gut hormone secretion and 
changes in insulin sensitivity and clearance rate (4-7).  Islet cell antibodies, the F508
genotype and hepatic as well as peripheral insulin resistance may also be involved (8;9).   
 
Oxidative stress has been implicated in the pathophysiology of several chronic diseases.  
CF is characterized by chronic inflammation with increased oxidative stress and glutathione 
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imbalance (10;11), possibly by abnormal glutathione transport across the CFTR.  The 
resulting glutathione deficiency has been associated with changes in other antioxidant 
levels, increased oxidative stress with hepatic and pancreatic damage, increased lipid 
peroxidation, and enhanced protein oxidation, denaturation and aggregation (12-15).  
However, this systemic glutathione deficiency is not related to defects in glutathione 
synthesis nor in the transferase, redox or recycling systems (11).   
 
Evaluation of oxidative stress requires accurate quantification of secondary products such 
as isoprostanes, aldehydes and oxidized proteins (16).  Furthermore, polyunsaturated fatty 
acids (PUFA) are major targets of free radical attacks leading to lipid peroxidation and 
production of several toxic metabolites (17).  Compared to isoprostanes, the longer half-life 
of aldehydes makes them good candidates for propagation and amplification of effects 
elicited by free radicals.  Amongst aldehydes, the 4-hydroxy-2-alkenals, including 4-
hydroxynonenal (HNE), a normal constituent of mammalian cell membranes, are 
considered the most reactive species.  HNE reacts with thiol and amino residues of proteins, 
peptides, lipids and nucleic acids (18).  Accumulation of modified proteins, particularly 
HNE-protein adducts, depends on the degree of insult and can lead to increased production 
of reactive oxygen species (ROS).  Growing evidence supporting HNE’s role as a 
(patho)physiological modulator of signal transduction, transcriptional regulation and 
protein activities, targets HNE in the development and progression of diseases (19).  In 
diabetes, the production of reactive oxygen and nitrogen species appears to be a 
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consequence of hyperglycemia, the effects of which are partly mediated through increased 
protein glycation and oxidation (20).  Molecular rearrangements occurring in such reactions 
result in the formation of more ROS (21), which can decrease antioxidant capacity and 
activate redox-sensitive transcription factors (22).  Moreover, the evaluation of in vivo HNE 
metabolism has been shown to be possible with the HNE urinary end-product, 1,4-
dihydroxynonane-mercapturic acid adduct (DHN-MA) (23;24). 
Abnormal fatty acid composition and metabolism have been associated with the 
development of CF.  It has been estimated that an essential fatty acid deficiency (EFAD) 
occurs in up to 85% of CF patients (25), characterized by increased plasma levels of oleic 
(18:1n-9) and palmitoleic (16:1n-7) acids (26;27) and low levels of arachidonic (C20:4n-6; 
AA), linoleic (C18:2n-6; LA) and docosahexaenoic (22:6n-3; DHA) acids (28).  In CF, 
EFAD is clinically more severe in infants and may occur even before the condition is 
diagnosed (29).  Although many factors related to fat malabsorption (30) or altered 
utilisation of fatty acids in cells (31) can explain the modification in the fatty acid profile, 
peroxidation of PUFA (32;33) seems to be more relevant.  
 
Given that increased oxidative stress has been implicated in the progression of both CF and 
diabetes, this raises the possibility of its involvement in the development of CFRD.  Our 
goals were as follows: 1) To evaluate glucose metabolism in CF patients from 2 pediatric 
centers, 2) To determine whether markers of oxidative stress, such as glutathione, HNE-P 
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adducts and DHN-MA, are correlated to and possibly predictive of glucose metabolism in 
CF patients, and 3) To evaluate whether plasma FA profiles are related to markers of 
oxidative stress or glucose tolerance in CF.  
 
2. Methods 
2.1. Patients 
Patients were recruited through the pediatric CF clinics at the CHU Sainte-Justine and the 
Montreal Children’s Hospital.  Informed consent was obtained after institutional review 
board approval.  Inclusion criteria were a documented diagnosis of CF, age > 10 years, 
previously normal glucose metabolism and follow-up by a collaborating physician.  
Patients taking medications known to interfere with glucose metabolism and those with 
psychological problems, acute illness or other ongoing medical problems were excluded.  
During the recruitment period (2 months), 2 patients attending the clinics refused to 
participate.  Two patients had CFRD and a comparable number of patients for normal and 
impaired glucose intolerance were selected: 16 and 13 for NGT and IGT respectively, for a 
total of 31 patients. 
2.2. Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) 
After an overnight fast, patients underwent oral glucose tolerance testing using 1.75 g/kg 
(maximum 75 g) of dextrose solution.  Blood was taken at time 0 (fasting) for evaluation of 
glucose, insulin and A1c, and at 2 hours for glucose, insulin and oxidative stress markers.  
Glucose tolerance was classified according to the Canadian Diabetes Association guidelines 
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(34).  Patients with CFRD were referred to an endocrinologist.  At the CHU Sainte-Justine, 
IGT patients received additional nutritional recommendations (NR) from a dietician to 
avoid simple concentrated sugars and high glycemic index foods.  All IGT patients 
underwent repeat OGTT after 6 to 24 months 
 
2.3. Pulmonary function 
Pulmonary function was assessed using forced expiratory volume in one second (FEV1) and 
forced expiratory flow25-75 (FEF25-75) and was expressed as percent predicted FEV1 and 
percent predicted FEF25-75. 
2.4 Pseudomonas aeruginosa 
Sputum cultures were performed to identify pseudomonas aeruginosa (PA) colonization at 
the time of the OGTT. 
 
2.5. Analyses of oxidative stress
To avoid measurement bias, 2-h samples were coded and glucose tolerance status was 
revealed after analyses were completed. 
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2.5.1. Glutathione assay 
Oxidized glutathione (GSSG) and total glutathione (GSH+GSSG) measurements were 
assessed by a spectrophotometric method using vinylpyridine as described (35) in aliquots 
(500 μl) of whole blood (heparinized tubes).  Reduced glutathione (GSH) concentration was 
calculated as the difference between total and oxidized glutathione.  
 
2.5.2. HNE-protein adducts assay 
Chemicals and organic solvents were supplied by Laboratoire Mat (Montreal, QC, Canada), 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA).  
Biomol (Plymouth Meeting, PA, USA) provided unlabeled HNE while Regis Chemical 
(Morton Grove, IL, USA) supplied N-methyl-N-(t-butyldimethylsilyl)-trifluoroacetamide. 
NaB2H4 and trans-4-hydroxy-2-nonenal-[5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-2H11]diethyl acetal were 
purchased from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA) and CDM Isotopes 
(Pointe-Claire, QC, Canada), respectively.  Quantification of HNE bound to proteins in 
whole blood samples (400 μl, EDTA tubes) (36) was assessed as follows: After addition of 
200 μl of NaB2H4 (1 M) reducing HNE to its corresponding alcohol chemically stable 
[2H]DHN, proteins were precipitated with saturated sulfosalicylic acid (200 μl).  The 
protein pellet was extracted twice with mixed methanol:chloroform (3 ml; 2:1, vol:vol), 
rinsed thrice with water (1 ml) before resuspension in guanidine buffer (0.5 ml; pH 7.2) and 
addition of internal standard [2H11]1,4-dihydroxynonene (DHN; 0.1 nmol).  After treatment 
with Raney Nickel, extraction and evaporation, the residue was treated with N-methyl-N-(t-
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butyldimethylsilyl)-trifluoroacetamide (75 μl), heated (90°C, 3 h) and left overnight (70°C) 
for derivatization. 
Two l aliquots were injected into a Hewlett Packard 6890 Series GC System version 
A.02.14 (Hewlett Packard, Paolo Alto, CA, USA) equipped with HP-5 capillary column 
(50m x 0.2mm x 0.33μm) coupled to a Mass Spectrometer (Agilent Technologies Mass 
Selective Detector 5973 Network) operated in ammonia positive chemical ionization mode.  
Two ion sets were measured: m/z 389, 390 and 400, corresponding to the molecular ion and 
257, 258 and 268, resulting from fragmentation, for the analyses of DHN, [2H]DHN and 
internal standard [2H11]DHN respectively.  The MS source and quadrupole were set at 
180C-126C and 300C-176C for the 2 ion sets respectively.  The chromatograph 
temperature program was: 170°C for 1 min, increased by 10°C/min up to 210°C, increased 
by 5°C/min up to 280°C and by 20°C/min up to 320°C for 10 min.  Levels of HNE-proteins 
were calculated over a minimum of duplicate injections. 
2.5.3 DHN-MA assay 
Levels of the conjugate, dihydroxynonane-mercapturic acid, were determined in aliquots 
(400 L) of 2h-urine samples when available by enzyme immunoassay using polyclonal 
antibodies as described by Gueraud et al (37).  Concentrations were calculated and 
expressed relative to the creatinine levels assayed in the same urine samples. 
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2.6. Fatty acid analysis 
Fasting free fatty acids were extracted from plasma following the method previously 
described by Lepage et al (38) and analyzed by gas chromatography using nonadecenoic 
acid (C19:1) as internal standard. 
 
2.7. Calculations 
BMI z-scores were calculated using the Epi Info software from the Centers for Disease 
Control and Prevention (www.cdc.gov/epiinfo/). 
 
Peripheral insulin resistance was evaluated using the Homeostasic Model Assessment (39) 
(HOMA) where HOMA = ([fasting BG (mM)] x [fasting insulin (pM)]) / 22.5. 
 
Percentage of functional 	-cells was estimated as calculated by Tofe et al: 
	-cell (%) = [fasting insulin (pM) x 3.33] / [fasting BG (mM) - 3.35] (40). 
 
Mean Plasma Glucose was estimated using the equation validated by Brennan et al: 
MPG = (1.47 x A1c) - 1.15 (41). 
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2.8. Statistical analyses 
Data are expressed as means ± SE.  Statistical differences were assessed by factorial 
ANOVA, unpaired or paired Student’s t-test after verification of the normal value 
distribution of the populations.  When variances were significantly different (F test), 
Welch’s correction was used.  Correlation analyses were performed with determination of 
the Pearson correlation coefficient.  Statistical significance was considered when p<0.05. 
Note that theoretically, taking into account all the patients (tested once and re-rested) should 
give a total of 47 sets of data with 22 NGT, 18 IGT and 7 CFRD.  However, for several 
parameters, the data set was not always complete because of missing samples (not available; 
i.e. pulmonary function, genotype) 
3. Results 
3.1. Metabolic parameters and pulmonary function 
For the 31 patients (18 males), initial tests showed 16 (52%) normal, 13 (42%) intolerant 
and 2 (6%) diabetic.  Of the IGT patients, one was transferred to adult care and the 
remaining 12 were retested 6 to 24 months later.  Twenty-two patients classified as NGT, 
13 as IGT and 7 as CFRD at some point during the study.  We have analysed our data in 
different ways: (i) taking into consideration the patients only tested once in comparison 
with those who have been re-tested and who changed in terms of their glucose tolerance 
over time; (ii) taking into account the evolution of patients with IGT (longitudinal 
approach: 13 IGT but only 12 who have been re-tested, of whom 6 became NGT, 5 became 
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CFRD and 1 remained IGT), (iii) taking into account only the patients who have been 
tested once (16 NGT, 13 IGT and 2GT) in comparison with data obtained from all tests 
performed.  For all the parameters considered in this study, there was no evidence of 
statistical difference between patients tested once and those who changed their glucose 
tolerance.  Therefore, data are presented and analysed taking into account all OGTT 
performed. Table 1 describes the patients’ demographic, genetic and anthropometric data 
according to glucose tolerance taking into account the patients only tested once and all tests 
performed.  Average age of the whole population was 14 ± 0.2 years.  There was no 
significant difference when taking into account only the patients tested once vs including 
data from IGT patients who have been re-tested.  No significant difference was observed 
for age or BMI z-score between females and males.  Most patients were homozygous for 
the F508 mutation.  BMI z-score tended to be lower in the intolerant and diabetic groups 
but without statistical significance.  Among the 12 retested IGT patients, 6 (50%) reverted 
to NGT, 1 (8%) remained IGT and 5 (42%) progressed to CFRD. 
Table 1 also presents OGTT results, A1c levels and estimation of insulin resistance and 
functional 	-cell mass.  Fasting BG values were comparable across all groups.  The groups 
differed significantly by their 2-h BG values (p<0.001).  Fasting insulin levels were similar 
among the groups.  The 2-h insulin levels tended to be higher in intolerant and diabetic 
groups compared to the NGT group and did reach significance (p<0.05) in the diabetic 
group.  A1c trended upwards from normal to intolerant to diabetic status without statistical 
significance.  A similar trend was observed for the estimate of insulin resistance with 
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glucose tolerance but did not reach significance nor did the functional 	-cell mass (15 and 
23% decrease with IGT and CFRD respectively), suggesting no significant 	-cell loss.  A 
recent study has shown a strong correlation between A1c and mean plasma glucose in 
CFRD (41).  Using the authors’ equation, we observed a significant difference in mean 
plasma glucose between NGT and IGT patients when considering only the patients tested 
once: 6.78 ± 0.10 (n=12), 7.15 ± 0.12 (n=13) and 7.52 (n=2) mM for NGT, IGT and CFRD 
patients respectively (p<0.05 using unpaired t-test) but also between NGT and CFRD 
patients when considering all OGTT performed: 6.96 ± 0.11 (n=18), 7.15 ± 0.12 (n=17) and 
7.46 ± 0.14 mM (n=7) for NGT, IGT and CFRD patients respectively (p<0.05 using 
factorial ANOVA). 
A close analysis of the positive correlation between 2-h insulin and glucose levels (r2 = 
0.09, p<0.05, not shown) outlined 2 subgroups of patients.  In the first subgroup there was a 
strong positive correlation between 2-h insulin and BG concentrations (insulin level 
ranging from 49 to 270 pM; r2 = 0.60 and r2 = 0.27, p<0.05, for taking into account only the 
patients tested once or the whole population, respectively), whereas this correlation 
disappeared in the second subgroup (insulin level >270 pM; r2 = 0.10 or 0.07, ns, for taking 
into account only the patients tested once or the whole population, respectively).  Figure 1 
shows the relationship between 2-h insulin and 2-h BG concentrations.  At 2h after the 
glucose challenge, insulin and BG increased until glucose reached 7.7 mM on average.  
Then insulin levels rose further to maintain the same glucose concentrations.  At that point, 
the linear relationship between insulin and glucose levels disappeared; more insulin had to 
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be secreted to maintain similar BG values.  Furthermore, insulin levels were significantly 
higher in females: at baseline: 60 ± 9 (n=15) vs 40 ± 3 pM (n=28, p<0.05 using unpaired t-
test) and at 2-h: 529 ± 87 (n=15) vs 293 ± 41 pM (n=31) for females and males respectively 
(p<0.01 using unpaired t-test, n=number of tests for all OGTT performed).  Consequently, 
the evaluation of insulin resistance using the HOMA model was significantly higher in 
females compared to males: 14 ± 2 (n=15) vs 9 ± 1 (n=28; p<0.05) as well as the evaluation 
of functional 	-cell mass (135 ± 18 (n=15) vs 98 ± 8 (n=28) for females and males 
respectively; p<0.05, n=number of tests for all OGTT performed).  Females also tended to 
have higher BMI z-score: -0.05 ± 0.24 (n=15) and -0.39 ± 0.17 (n=28) for females and 
males respectively. 
Percent predicted FEV1 and FEF25-75 were slightly diminished with IGT and CFRD (8.9%; 
Table 2).  Females tended to have lower % predicted FEV1 (12% decrease compared to 
males; p=0.060 using unpaired t-test) and % predicted FEF25-75 (23% decrease compared to 
males; p=0.08 using unpaired t-test). 
 
3.2. Lung inflammation and infection 
In order to evaluate the status of patients for lung inflammation and infection, colonization 
by PA in sputum cultures was tested.  When considering only the patients tested once, 9 of 
the 16 NGT patients were PA positive (56%), 1 was identified as scanty and 6 (37%) were 
PA negative; of the 13 IGT patients, 8 tested positive (62%) and 5 negative (38%) whereas 
1 of CFRD patients was identified PA positive and 1 scanty.  Of the 12 re-tested IGT 
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patients, 3 of the 6 patients who had their glucose tolerance reverted to normal were PA 
negative and 2 remained PA positive (no data for 1 patient) whereas 5 of the patients who 
became CFRD were PA positive.  Therefore, taking into consideration all the data, there is 
a trend for an increase in PA positivity from NGT to CFRD: 52% (11 positive, 9 negative, 
1 scanty and 1 NA), 72% (13 positive, 5 negative) and 86% (6 positive, 1 scanty) and for 
the NGT, IGT and CFRD groups respectively.  There is no evidence of difference between 
males and females for colonization by PA (data not shown). 
3.3. Oxidative stress markers 
3.3.1. Glutathione assay 
Total, reduced and oxidized glutathione levels were not significantly different between 
groups (Table 3).  The analyses of glutathione according to gender, regardless of glucose 
tolerance, revealed a trend for a more reduced environment in females: redox ratio = 2 
GSSG/(GSH + 2GSSG) (9.7 ± 2.1 (n=13) vs 13.8 ± 3.0 (n=18)) with a significant increase 
in total glutathione levels: GSH+GSSG (Table 3) and GSH levels: 740 ± 74 (n=14) vs 585 
± 25 M (n=20) for females and males respectively (p<0.05, n=number of measurements 
for all OGTT performed). 
 
3.3.2. HNE-Protein adducts assay 
HNE-P adduct levels increased significantly with abnormal glucose tolerance (Figure 2, 
45% increase with IGT and 109% with CFRD; p<0.05 using factorial ANOVA).  Results 
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were similar if concentrations were expressed in pmol/mg protein (results not shown).  
HNE-P levels correlated positively with 2h-BG concentrations (r2 = 0.16, p<0.05, Figure 
3A), attributing 16% of the increase in glucose levels in CF patients to increased oxidative 
stress.  There was no correlation between HNE-P levels and glutathione (reduced, oxidized 
or ratios).  No significant change was observed between male and female levels of blood 
HNE-protein levels (97.6  15.8 (n=13) vs 88.2  10.4 nM (n=23) for females and males 
respectively; n=number of tests performed). 
 
3.3.3. DHN-MA assay 
The HNE fraction bound to GSH was estimated with its urinary end-product concentration, 
DHN-MA, measured in urine samples of some patients (14 NGT, 11 IGT and 1 CFRD).  
Urine concentrations of DHN-MA conjugate were significantly decreased in IGT patients 
compared to NGT: 1.22  0.09 (n=11) vs 1.83  0.23 (n=14) pg/g creatinine (p<0.05 using 
unpaired t-test).  These levels were not associated with measured blood concentrations of 
HNE-P adducts but negatively correlated with 2h-BG concentrations (r2 = 0.23, p<0.05, 
Figure 3A). 
Of the 12 IGT patients retested, 3 did not receive NR (Figure 4).  These patients remained 
IGT at 6 months and progressed to CFRD at 12 months.  Of the 9 patients who underwent 
NR, 2 progressed to CFRD (22%), 1 remained intolerant (22%) and 6 normalized (67%).  
Table 4 presents the HNE-protein levels in some patients with NR.  Three of the 6 IGT 
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patients reverting to NGT had their HNE-protein adduct levels repeated, showing a 
significant drop (88%) once glucose metabolism normalized (p<0.05, paired t-test), while 
levels increased (94%) in the 2 IGT patients with NR progressing to CFRD.  The patient 
who received NR and remained intolerant had an initial drop of HNE-protein level of 84% 
and then 44% compared to the original measurement.  These observations were 
unaccompanied by changes in BMI z-score, pulmonary function and glutathione levels 
(data not shown). 
3.4. Fatty acid profiles 
Of the 31 patients enrolled in the study, samples from only 12 patients (8 NGT and 4 IGT) 
were available for determination of plasma fatty acid profile.  None of the IGT patients 
were re-analyzed when re-tested for glucose tolerance.  In general, total fatty acid levels 
were 26% lower with IGT compared to NGT.  As presented in Table 5, saturated and 
monounsaturated fatty acids were decreased in patients with impaired glucose tolerance 
compared to those with normal tolerance but the difference reached significance only in the 
concentration of monounsaturated fatty acids (sum of saturated + monounsaturated fatty 
acids: 32% decreased; p=0.055 using unpaired t-test).  Compared to NGT patients, levels of 
n-6 fatty acids as LA (C18:2n-6) and AA (C20:4n-6) as well as n-3 fatty acids were found 
to be decreased in IGT patients.  Nevertheless, the significance was observed for DHA only 
(C22:6n-3; p<0.05).  EFAD has been reported in CF patients with pancreatic insufficiency.  
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Its evaluation through the ratio (C20:3n-9)/(C20:4n-6) showed no deficiency and no 
significant difference between the two groups. 
The levels of n-3 (C18:3n-3, C20:5n-3, C22:6n-3), n-6 (C18:2n-6) and total 
polyunsaturated fatty acids were significantly increased in females (n=5) compared to 
males (n=7) (104, 28 and 32 % for n-3, n-6 and PUFA respectively; p<0.05, unpaired t-
test).  Furthermore, the ratio n-3/n-6 was significantly higher in females compared to males 
(59%, 0.094 ± 0.001 (n=5) vs 0.059 ± 0.003 (n=7) for females and males respectively; 
p0.05).  No gender difference was observed for EFAD. 
 
4. Discussion  
This study is the first involving a cohort of pediatric CF patients investigating glucose 
metabolism and oxidative stress.  The F508 mutation was the most common genotype in 
our population as previously published (42).  We were unable to draw conclusions regarding 
genotype and risk for abnormal glucose metabolism given the small number of IGT and 
CFRD patients genotyped.  
 
Studies have shown that deterioration in pulmonary function, weight loss, decreased BMI 
and increased need for pancreatic enzymes precede CFRD (43).  However, a large Canadian 
study (5.2% CFRD) showed no change in pulmonary function or survival 5 years before and 
after diagnosis (44).  Our patients with CFRD tended to have diminished pulmonary 
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function and lower BMI z-scores.  However, these trends were subtle.  This may be 
explained by early diagnosis of abnormal glucose metabolism in our cohort. 
Normal fasting BG levels do not predict glucose tolerance in CF patients (Table 1).  This 
underscores the importance of routine oral glucose tolerance testing in this population.  A1c, 
though trending upwards in IGT and CFRD groups, was not significantly different and is 
not indicative of glucose metabolism in CF as previously published (45).  However, the 
evaluation of the mean plasma glucose using A1c values (41) showed a significant 
difference between NGT and CFRD patients.  A1c may therefore be a useful tool for this 
estimation in the follow-up of CF patients.  This finding remains to be confirmed in a larger 
cohort of pediatric patients. 
Impaired insulin secretion has been demonstrated in CF and may be secondary to -cell 
dysfunction (46).  Reports of reduced and increased insulin secretion in CFRD imply that 
both insulinopenia and insulin resistance may be involved in abnormal glucose metabolism 
(9;47).  We found no frank insulinopenia in children with IGT or CFRD.  In our patients, 2-
h insulin correlated positively with 2-h BG levels.  Insulin levels increased with BG up to a 
plateau after which significant levels of insulin were required to maintain glucose 
concentration, suggesting a component of insulin resistance (Fig. 1).  Evaluation of insulin 
resistance did not reveal any change but the HOMA model does not take into account area 
under the curves of insulin secretion and/or BG.  CF patients may also present a decrease 
and/or delay in peak insulin secretion (48).  Estimation of functional 	-cell mass was not 
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significantly decreased (15%) in patients with CFRD.  This may be explained by the 
calculation method which relied solely on fasting insulin and glucose levels.  However, 
these data are not compared to those found in a healthy pediatric population.  Similar 
observations have been recently reported on glucose tolerance and insulin secretion in 
children (49). 
Insulin levels in females were significantly higher.  Studies have suggested that females are 
intrinsically more insulin resistant, possibly because of specific sex-linked gene expression 
and differences in metabolic controls, such as signaling pathways, substrate shuttling and 
receptor function (50).  This is confirmed by our observation with a significant higher 
average value of the HOMA for females when compared to males.  Furthermore, insulin 
resistance increases with higher BMI z-score, and percentage of body fat is greater in 
females (51;52). 
 
Our female patients had a 23% decrease in % predicted FEF25-75 compared to males 
regardless of glucose status.  Reduced pulmonary function in CF female adults has been 
reported (53), possibly due to reduced energy intake and higher resting energy expenditure 
but also to genetic factors (54).  Studies have shown that female CFRD patients have a 
poorer prognosis (55) and Sims et al recently revealed that their percent predicted FEV1 is 
20% lower compared to CF patients without CFRD (56).  However, females with newly 
diagnosed CFRD did not have significant reduction in pulmonary function compared to 
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matched controls.  This suggests that early intervention in females with CFRD may prevent 
worsening of pulmonary function.  We were unable to demonstrate a difference in 
pulmonary function in females with CFRD versus those with NGT but numbers were small 
(2 and 9 respectively).  Also, patients were newly diagnosed and may not yet have shown a 
decline in pulmonary function (56).  Of the 4 retested female IGT patients, 3 became NGT 
and 1 CFRD.  All showed an improvement in pulmonary function (data not shown) over the 
study period. 
 
Nutritional recommendations given to IGT patients appeared to have a beneficial impact on 
progression to diabetes.  CFRD is preceded by a variable period of glucose intolerance (57).  
Ours is the first study to consider nutritional intervention as a means of delaying progression 
to diabetes.  However, given our small numbers, the lack of objective measures of 
compliance to NR and of meticulous evaluation of nutritional status, further studies 
investigating the effects of nutritional intervention in patients with glucose intolerance on 
the progression to CFRD are warranted. 
 
CF is characterized by chronic inflammation, lung infection and is associated with 
increased oxidative stress (10;11).  Our data show a trend for an increase of PA 
colonization with impairment of glucose tolerance but that remains to be confirmed in a 
larger population of patients.  Reduced antioxidant capacity in CF also suggests a state of 
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increased oxidative stress (11;58) due to production and release of reactive oxygen and 
nitrogen species by inflammatory processes (59) and/or CFTR dysfunction.  Similarly, 
diabetes has been associated with increased oxidative stress.  The formation of ROS 
consequent to hyperglycemia is likely mediated through nonenzymatic glycation (60) and 
oxidation of proteins (20) and molecular rearrangements with production of more ROS (21) 
which can result in diminished antioxidant capacity and activation of redox-sensitive 
transcription factors (16).  The positive correlation between blood HNE-P and glucose 
levels suggests that 16% of the increase in glucose levels in this group of patients can be 
associated with an increase in HNE-P concentrations related to increased oxidative stress. 
Erythrocyte GSSG appeared to be greater in the IGT group although a small decrease was 
observed in the CFRD group.  However, due to the small number of patients and the high 
variability in the latter group, no conclusion can be drawn.  Also, there were no significant 
group differences in GSSG/GSH ratios.  As previously described in children (61), we 
observed a difference in glutathione levels between males and females, with significantly 
higher total glutathione levels, GSH levels and a more reduced environment in females.  
This may be related to different hormonal environments (62). 
 
Under normal conditions, cells contain basal levels of HNE (<1 μM), which may act as a 
signaling molecule (63).  Under oxidative stress conditions, the increased HNE production 
can lead to modifications of biological molecules and proteins (19).  We measured HNE-P 
adducts in whole blood to provide an accurate assessment of ongoing oxidative stress in 
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CF.  CFRD patients had increased (109%) HNE-P levels compared to NGT patients, 
suggesting further oxidative stress with CFRD.  Exogenous HNE altered glucose-induced 
	-cell insulin secretion in an animal model (64).  It is likely that such HNE processes have 
not significantly modified 	-cell function in newly diagnosed patients given the absence of 
frank insulinopenia in our patients.  To the best of our knowledge, this study is the first to 
identify a direct link between 2-h BG and oxidative stress evaluated by HNE-P adducts.  
Moreover, in 3 patients, we measured similar levels of HNE-P at fasting and 2-h post 
OGTT (data not shown).  This suggests that HNE-P may represent a long-term index of 
oxidative stress associated with chronic hyperglycemia.  However, this remains to be 
further investigated.  Differences observed in glutathione levels between males and females 
may suggest that females have better defence mechanisms against oxidative stress (i.e. 
more GSH).  However, concentrations of HNE-P did not differ significantly between 
females and males. 
 
DHN-MA is the major urinary metabolite of HNE and presents at physiological levels in 
urine (23).  In conditions of induced oxidative stress, increased levels of DHN-MA levels 
have been reported in animals (24).  Although this metabolite originates from the 
conjugation of HNE with GSH, no decrease in GSH levels was observed in IGT patients.  
This may represent a GSH synthetic response to ongoing oxidative stress, as represented by 
the increasing HNE-P adduct concentrations in the IGT and CFRD groups.  NGT patients 
showed higher of DHN-MA levels compared to IGT whereas they presented lower 
  
 
140
concentrations of HNE-P (Figure 3).  In an attempt to bring together these results and, 
assuming that the nutrition and intake of exogenous HNE are similar across groups, we can 
raise two possibilities.  Firstly, one can speculate that the increased HNE production is 
associated with a higher formation of conjugates with GSH but the malfunction/absence of 
CFTR could also affect the DHN-MA conjugates, decreasing their levels in urine.  Another 
possibility is that the HNE produced by n-6 FA peroxidation is mainly diverted toward 
proteins as glutathione imbalance may also affect HNE metabolism in CF.  However, not 
much is known about these metabolic pathways and they remain to be investigated. 
 
Notably, among the IGT patients retested, HNE-P levels significantly decreased in those 
reverting to NGT whereas levels increased in patients who became diabetic.  These results 
confirm the link observed between BG and oxidative stress evaluated by HNE-P adducts.  
It may be speculated that the decrease in HNE-P levels in the IGT patient who remained 
intolerant preceded an improvement in glucose tolerance.  This would support the 
hypothesis that changes in oxidative stress precede disturbances in glucose metabolism. 
Among the metabolic abnormalities in CF, disturbances in FA profile were reported in 
children and adults (65).  However, a large number of studies have characterized the FA 
composition in different compartments (i.e. serum vs plasma vs erythrocyte phospholipids) 
(66-68), using different methods (i.e. capillary GC, GCMS) making comparisons and data 
interpretation difficult.  The most common observation concerns a decrease in both the n-6 
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fatty acids (69;70) and DHA (C22:6n-3) (71).  Moreover, the severity of the perturbations 
has been related to pancreatic status (30), genotype (72) and pulmonary function with 
increased oxidative stress (32).  In our patients, fatty acid abnormalities are probably 
already present as stated in previous studies (69;73).  Moreover, using a recently validated 
tool that could be an efficient diagnostic marker of CF (74), the product of plasma levels of 
(C18:2n-6) x (C22:6n-3) revealed that all our patients are within the expected range for CF 
( 20: 18.4 ± 3.2; n=12 vs  40 for healthy controls (74)) without significant change with 
glucose tolerance.  The absence of EFAD with the ratio (C20:3n-9)/(C20:4n-6), is consistent 
with others reports (30;75) and may be due to the fact that no pancreatic insufficiency was 
reported in our patients.  Not much information is available related to FA and glucose 
metabolism in CF.  Our results showed significant decreases for the sum of 
monounsaturated fatty acids, DHA and the ratio (sum FAn-3)/(sum FAn-6) with the 
impairment of glucose tolerance.  However, further studies including diabetic CF patients 
and controls are needed to confirm our findings.  
 
HNE results from the lipid peroxidation of n-6 unsaturated fatty acids and lipoprotein 
phospholipids (76;77).  Although IGT patients exhibited an increase in HNE-P levels (43%) 
compared to NGT patients, levels of n-6 fatty acids such as LA (C18:2n-6) and AA 
(C20:4n-6) were found to be only slightly decreased (12 %).  Notably, concentrations of 
HNE-P were measured in whole blood, referring to a contribution of erythrocyte membrane 
status, whereas fatty acid profile was analyzed in plasma.  Since FA of the n-3 and n-6 
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families are essentially structural components of membrane phospholipids, analyses of the 
fatty acid composition in erythrocyte membrane could be more appropriate to relate with 
HNE-P levels and the major lipids ongoing the peroxidation.  Fatty acids such as AA and 
the precursor of DHA, EPA (C20:5n-3), are involved in the production of eicosanoids such 
as prostaglandins, prostacyclins, thromboxanes and leukotrienes which affect inflammation 
in CF.  One can speculate that the observed decrease in n-3 fatty acid levels with IGT may 
be explained by a suppressive anti-inflammatory effect of n-3 on the increased formation of 
proinflammatory products by n-6 fatty acids. 
 
During the course of CF, it has been shown that female patients were more prone to 
inflammation and had decreased pulmonary function (percent predicted FEV1) compared to 
males (53).  Increased levels of LA and decreased levels in major n-3 fatty acids were 
found to be positively correlated with pulmonary function in pre-adolescent CF children 
(78).  Consistently, our female patients exhibited significantly lower levels of n-3 FA 
compared to males, which could potentially be linked to lower pulmonary function. 
 
5. Conclusion 
In summary, this study is the first showing a direct link between blood levels of glucose 
and oxidative stress as evaluated with blood levels of HNE-P in patients with CF.  
Previously published methods for measuring HNE-protein adducts using 
immunohistochemistry are mostly semi-quantitative.  Further documentation of the 
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relationship between glutathione, HNE-protein adducts and HNE metabolism in healthy 
controls and diabetic patients is required.  Our preliminary data regarding the potential role 
of nutritional intervention for the prevention or delay of CFRD in patients with IGT suggest 
the need for larger clinical studies designed specifically for proper documentation of diet 
implementation and compliance, effect on growth and clinical status, quality of life, as well 
as impact on the development of CFRD.  Finally, our data on FA profile with glucose 
intolerance suggest that inflammation and oxidative stress could be related to the 
development of CFRD and mediated through changes in lipid peroxidation. 
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Figure and Table legends 
 
Figure 1 - Relationship between plasma 2h-insulin and glucose. 
Plasma 2h-insulin concentrations were plotted in relation to plasma 2h-glucose levels.  A: 
using the data of the patients tested once and B: all OGTT performed.  In both case, the 
analysis of the insulin-glucose correlation (r2=0.10 and 0.09 for A and B respectively, 
p<0.05) revealed two sub-groups of patients: one with a significant correlation (insulin  
270 pM; r2=0.60 and 0.27; p=0.002 and 0.015 for A and B respectively) and one without 
any significance (insulin > 270 pM; r2=0.10 and 0.07; p=0.20 and 0.21 for A and B 
respectively).  The dotted lines represent the 95% confidence interval. 
Figure 2 - Concentrations of blood HNE-protein adducts with glucose tolerance. 
HNE-protein levels were measured in whole blood of CF patients with normal (NGT, white 
bars), impaired (IGT, black bars) and diabetic (CFRD, hatched bars) glucose tolerance.  
Results are expressed as means ± SE (n=number of tests) when available at 2-h.  Data were 
analyzed by ANOVA after a natural logarithm transformation to meet homoscedasticity 
(Bartlett’s chi squared) and showed a significant difference:  #: p<0.05 vs NGT. 
Figure 3 - 2h-blood glucose and levels of blood HNE-protein adducts and urine DHN-
MA conjugates.  
A: Taking into consideration all OGTT performed, the positive correlation (r2 = 0.16, 
p<0.05, n=35 tests performed) between the 2h-BG and the levels of HNE-protein adducts 
suggests that 16% of the increase in glucose levels is associated with oxidative stress.  The 
analysis of the urine concentration of the conjugate DHN-MA with the 2h-BG revealed a 
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negative correlation (r2 = 0.23, p<0.05, n=24 samples measured).  The dotted lines represent 
the 95% confidence interval.  B: When taking into account the data obtained only from the 
patients tested once, the correlation between blood HNE-P and 2-h BG did not reach 
significance (p = 0.19) whereas it was very similar to what observed with the whole 
population for urinary DHN-MA (r2 = 0.23, p = 0.028). 
Figure 4 - Outcome of patients with Impaired Glucose Tolerance. 
IGT patients were retested 6 to 12 months later.  The numbers in brackets indicate the 
male/female ratio. 
Table 1 - Demographic, genetic and anthropometric data and evaluation of glucose
metabolism and pancreatic function. 
Data are means ± SE; n=number of tests performed.  The percentages of F508 mutation 
were calculated from the genotyped patients.  Insulin resistance was evaluated using the 
HOMA model. NGT: Normal Glucose Tolerance; IGT: Impaired Glucose Tolerance; 
CFRD: Cystic fibrosis-related diabetes.  Data in bold are obtained from all OGTT 
performed whereas the others are obtained from the patients tested only once (no re-testing 
of IGT patients). *: p<0.05; **: p<0.001 vs NGT; †: p<0.001 vs IGT using factorial 
ANOVA; ¤: p<0.001 vs NGT using Student unpaired t-test. 
Table 2 - Pulmonary function in relation to glucose tolerance and gender. 
Data are means ± SE; n=number of tests performed.  Pulmonary function is expressed as 
percentage predicted forced expiratory volume in one second: FEV1 and forced expiratory 
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flow25-75: FEF25-75.  NGT: Normal Glucose Tolerance; IGT: Impaired Glucose Tolerance; 
CFRD: Cystic fibrosis-related diabetes. 
Table 3 - Blood glutathione levels in relation to glucose tolerance and gender.  
Data are means ± SE; n=number of tests performed.  Whole blood glutathione levels 
(oxidized glutathione (GSSG), total glutathione) were measured and reduced 
glutathione (GSH) calculated.  NGT: Normal Glucose Tolerance; IGT: Impaired 
Glucose Tolerance; CFRD: Cystic fibrosis-related diabetes.  *: p<0.05 vs males 
using unpaired t-test. 
Table 4 - Blood levels of HNE-protein adducts with changes in glucose tolerance 
following nutritional recommendations.  
Whole blood HNE-protein levels (nM) were measured in some IGT patients who received 
NR and repeated when they were retested for glucose tolerance. 
Table 5 - Fatty acid profiles in CF patients with normal and impaired glucose 
tolerance. 
Plasma fatty acid profile was determined in some patient with normal (NGT) and impaired 
(IGT) glucose tolerance.  Data are means ± SE; n=number of patients analyzed.  *: p<0.05 
vs NGT using unpaired t-test. 
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List of Abbreviations: 
AA, arachidonic acid; ASL, airway surface liquid; CF, cystic fibrosis; CFRD, cystic 
fibrosis-related diabetes; CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; 
DHA, docosahexaenoic acid; EBC, exhaled breath condensate; EFA, essential fatty acid; 
EFAD, essential fatty acid deficiency; EPA, eicosapentaenoic acid; ER, endoplasmic 
reticulum; ERK, extracellular-regulated kinase; GSH, reduced glutathione; GSH-Px, 
glutathione peroxidase; GSSG, oxidized glutathione; HNE, 4-hydroxynonenal; IGT, 
impaired glucose tolerance; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide synthase; IR, 
insulin resistance; IRS, insulin receptor substrate; JNK, c-jun-NH2-terminal kinase; LA, 
linoleic acid; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MDA, malondialdehyde; NF-B, 
nuclear factor kappa B; NBD, nucleotide binding domain; OGTT, oral glucose tolerance 
test; PI, pancreatic insufficiency; PL, phospholipids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; P
aeruginosa, pseudomonas aeruginosa; ROS/RNS, reactive oxygen and nitrogen species; 
SERCA, sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase; SOD, superoxide dismutase; TNF-, 
tumour necrosis factor ; TMD, transmembrane domain. 
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ABSTRACT 
Cystic fibrosis (CF) represents the most common lethal autosomal recessive disorder in the 
Caucasian population. It is caused by mutations in the CF transmembrane conductance 
regulator (CFTR) gene, resulting in abnormal Na+ and Cl- ion transport in several tissues. 
Its main clinical manifestations include bronchopulmonary infections along with 
gastrointestinal and nutritional disorders. Intense and recurrent inflammation ultimately 
leads to an overabundance of activated neutrophils and macrophages that contribute to free 
radical generation.  Furthermore, CFTR defects directly affect glutathione transport and 
homeostasis, while intestinal fat malabsorption limits uptake of endogenous antioxidant 
vitamins. Collectively, these abnormal events disturb the balance between pro- and anti-
oxidants and promote oxidative stress, which may play a significant role in CF-related 
diabetes, a severe complication associated with a drastic increase of morbidity and 
mortality. This review will focus on the involvement of oxidative stress in the CF 
pathology, especially on its role in the occurrence of CF-related diabetes. The multiple 
abnormalities in the oxidant/antioxidant balance could be a potential target for a new 
therapeutic approach. 
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Introduction 
Cystic fibrosis (CF) is the most prevalent lethal recessive genetic disorder in Caucasian 
populations.1  It is caused by mutations in a gene on chromosome 7, encoding the CF 
transmembrane conductance regulator protein (CFTR), which functions as a chloride 
channel within a number of epithelial tissues.2-4  CFTR represents an organic anion efflux 
channel in the cell membrane that is permeable to chloride and other larger organic ions 
such as the well known antioxidant reduced glutathione (GSH).5, 6  It also functions as a 
regulator of other ion channels, principally the epithelial Na+ and HCO3- channels.7  
Chloride ion (Cl-) is abundant in most tissues and its transporters are involved in a range of 
physiological processes, including the regulation of intracellular pH, as well as cell volume 
and trans-epithelial transport.8  Mutations of the CFTR gene reduce the channel function of 
the CFTR protein leading to an altered fluid and electrolyte composition of secretions, 
thereby resulting in their increased viscosity which is responsible for progressive 
obstruction and fibrosis of various organs.9  These mutations are grouped into six classes 
ranging from defective CFTR protein synthesis, trafficking, regulation, conductance and 
stability. 10-12  The most common mutation belonging to class II is a 3-bp deletion of 
phenylalanine at amino-acid position 508 (F508), present in up to 70% of Caucasian CF 
patients.9, 13  This mutation interferes with biogenesis and maturation of the F508-CFTR 
in the endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi apparatus and is characterized by 
inefficient channel gating of the protein across the plasma membrane.14, 15  Although the 
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cause of CF is well established, the pathogenesis of this progressive multi-organ disease is 
still not fully understood.  Indeed, the wide spectrum for CF phenotypes and severity in 
patients bearing the same combination of mutations suggests additional factors, such as 
environment and gene-gene interations.16-21 
CF leads to pathological changes in organs that express CFTR.  For example, CFTR 
dysfunction in the lungs is associated with chronic bacterial infections,22 mostly 
Pseudomonas aeruginosa (P aeruginosa), sustained inflammation23 (in part because of 
neutrophil activation) and obstruction of the lower airways,24 which constitute the major 
causes of morbidity and mortality in CF patients.  Repeated bacterial infections, chronically 
stimulated neutrophils with increased free radical release and abnormally low GSH efflux 
have been shown to increase oxidative stress in CF patient airways.25-28  CFTR dysfunction 
in pancreas causes an exocrine pancreatic insufficiency (PI) present in almost 90% of CF 
patients.  This leads to fat malabsorption, which explains the difficulty to gain or at least 
maintain weight,29-31 the high incidence of fat soluble antioxidant (vitamins and 
carotenoids)32-35 and essential fatty acid deficiency (EFAD).36, 37  Evidently, the reduced 
availability of dietary antioxidants following intestinal malabsorption can further increase 
oxidative stress in CF patients,32 which apparently plays an important role in CF multi-
organ pathophysiology.38-40  Accordingly, lipid peroxidation products, which are markers of 
oxidative stress, have been detected in exhaled breath condensates (EBC), as well as in 
blood and urine samples of CF patients.41-48  Most lipid peroxidation products are volatile 
molecules that may reach distant sites and exert various effects, including activation of 
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fibroblastic cells in the presence of inflammation,49 which further augments oxidative 
stress. 
Survival rates have progressively and steadily raised since the identification of CF, and 
many CF adults now reach middle age and are predicted to get older50 in view of advances 
in medical management.  The use of antimicrobial therapy, advances in the suppression of 
airway inflammation, efficient approaches capable of improving nutritional status, and the 
amelioration of socioeconomic factors are the main components that lead to steady life 
expectancy progression.13, 51-53  Nevertheless, lifespan improvement is associated with a 
raised prevalence of glucose abnormalities (e.g. impaired glucose tolerance (IGT) and CF-
related diabetes (CFRD).54  The latter is the most frequently occurring comorbidity in 
patients with CF as reported in the National Cystic Fibrosis Patient Registry in 2001,51  It 
shows an increase with age and strikes 9% of children, 25% of adolescents and 40% of 
adults.55-57  Generally, CFRD is preceded by a period of IGT.58-61  The main cause of CFRD 
is a reduced insulin secretion capacity62 combined with a variable state of insulin resistance 
(IR).63-67  Though the degree of IR is widely debated, its occurrence along with the limited 
insulin secretory capacity could have major clinical implications.67  For most studies58, 68-70 
but not all,71-73 CFRD is related to pancreatic exocrine-endocrine insufficiency, which itself 
seems to correlate with CFTR mutations.  It is believed that CFRD results from pancreatic 
exocrine damage evolving to dysfunctional endocrine islet cells.63-66  However, since there 
is no correlation between the severity of either exocrine pancreatic deficiency or islet -cell 
loss and the occurrence of glucose tolerance abnormalities, additional mechanisms may 
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actively contribute to this major clinical problem.51  It is possible that increased oxidative 
stress that is observed during the course of the disease may induce -cell injury74, 75 and 
precipitate the occurrence of diabetes in CF.48, 76  Additionally, various conditions can 
disturb ER function, including expression of misfolded proteins and altered calcium 
homeostasis, and provoke pro-toxicity, a phenomenon commonly termed “ER stress”.77-79  
Evidence of defective folding (that may lead to cell death by apoptosis),80 calcium 
depletion in the ER lumen and rapid degradation of mutant proteins are potentially among 
the causes involved in CF pathology.81  Because of their high protein synthesis rate, -cells 
are particularly susceptible to ER stress,82 which may trigger CFRD.83  
Since CF is a multi-organ pathology, the present review is aimed to clarify our 
understanding about the relationship between the CFTR dysfunction, oxidative stress and 
the onset of CFRD. 
 
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Protein in Cystic Fibrosis 
Pathology

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The CFTR gene was isolated by positional cloning in 1989 and it spans 250 kB on the long 
arm of chromosome 7.3, 4, 84  This gene consists of 27 coding exons that result in a CFTR 
membrane glycoprotein of 1,480 amino acids with a molecular weight of 180 kDa.3, 4, 84  
CFTR belongs to the ATP-binding cassette transporter superfamily and it is a cAMP-
regulated channel,85 involved in the secretion of fluids from secretory glands.  CFTR is 
composed of two transmembrane domains (TMD)1 and TMD2 and two nucleotide-binding 
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domains NBD1 and NBD2, separated by a large polar regulatory domain containing 
multiple phosphorylation sites.  The TMDs form the channel pore while phosphorylation of 
the regulatory domain determines channel activity, and ATP hydrolysis by the NBDs 
controls channel gating.86  This channel protein is mostly cytoplasmic as 77% of the CFTR 
is present in the cytoplasm with 19% as membrane-spanning domains and 4% as 
extracellular loops (Figure 1).  The latter are very short in length with two Asn-linked N-
glycosylation sites (at positions 894 and 900) and the glycosylation process is important for 
the protein trafficking and function since only the fully glycosylated CFTR can reach the 
plasma membrane.  It is believed that defective glycosylation of CFTR could be of 
significance regarding some events occurring during the course of the CF disease.87-89  
CFTR is an apical membrane chloride channel2-4, 90 involved in salt and water transport as 
well as secretion across the apical membranes of polarized epithelia from exocrine 
systems.91  It also regulates other membrane conductance pathways or proteins that are 
members of the ATP-binding cassette transporter superfamily.10  Among these pathways 
are included the regulation of the epithelial Na+ channel, the outwardly rectifying chloride 
channel, the inwardly rectifying K+ channel, vesicle trafficking and intracellular 
compartment acidification and protein processing.92  There is also evidence that CFTR 
contributes to or regulates the HCO3- transport (through epithelial cell membranes7) and 
several other anions movement such as NO3-, Cl- and formate.93  More recently, it has been 
shown that the CFTR is also permeable to glutathione and is involved in its homeostasis.5, 6,
94  Undoubtedly, our view of CFTR has evolved from a chloride channel important for fluid 
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composition to a protein involved in many cellular processes such as cytoskeleton 
networks, membrane transport of proteins, protein routing or degradation, receptor 
functions and apoptosis.95 
 
	
Since the discovery of the CFTR gene, over 1,000 mutations have been described so far.96 
According to their classes (see the schematic view in Figure 1), mutations cause (I) no 
biosynthesis of CFTR protein because of nonsense (18%), frame shift (22%) or aberrant 
splicing (8%); (II) abnormal processing and trafficking due to failure of protein maturation; 
(III) Cl- channel dysregulation; (IV) decreased Cl- conductance; (V) reduction of protein 
synthesis; and (VI) decreased stability of the protein.97  Defective processing with an 
improperly folded protein retained in the ER and/or eventually targeted for degradation 
(class II) is by far the most common mechanism accounting for more than 2/3 of clinical 
cases.98, 99  The most common mutation accounting for 70%100 is the F508 mutation, 
which consists in a deletion of a phenylalanine residue at position 508 in the CFTR 
protein,13 induces trapping of the protein in the ER, misfolding and proteasomal 
degradation.98  CFTR is synthesized in the ER as an immature core-glycosylated 140 kDa 
precursor, which is associated with the cytoplasmic 70 kDa heat shock protein as well as 
the ER 90 kDa calcium-binding protein, calnexin, two molecular chaperones that assist its 
folding and prevent aggregation before maturation in the Golgi apparatus to a stable 160 
kDa form.101  The F508 mutation interferes with the folding step by increasing 
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intracellular calcium (Ca2+) levels,102 then prolonging the association between calnexin and 
the nascent protein.103  It is believed that the long-lived interaction with the chaperones 
marks the protein as misfolded or partially folded, which is subsequently conveyed to the 
degradation machinery, ultimately  averting CFTR expression at the cell surface.103 
CFTR Protein Dysfunction and Cystic Fibrosis Manifestations 
The loss of CFTR-mediated ion conductance depends on cellular and physiological profiles 
of duct-lining epithelia of exocrine organs.  It can result in defective salt absorption by 
sweat ducts in the skin, leading to elevated sweat chloride levels or it can cause a lack of 
salt and watery components secretion.  The defect may increase viscosity and thickness of 
the mucus in the respiratory and gastrointestinal tracts.  Clinically, the most reliable and 
simple marker to estimate CFTR function is the sweat chloride test in which abnormal 
chloride concentrations (more than 60 mmol/l) can be demonstrated as the CFTR function 
is reduced to below 5%.104  However, blood levels of immunoreactive trypsin measured at 
birth can also be used as a screening method since they are elevated in most patients with 
CF.105 
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Infection 
Respiratory failure remains the leading cause of morbidity and mortality in patients with 
CF.  Chronic pulmonary infection by pathogens such as P aeruginosa and others like 
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Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus and Haemophilus influenzae, is thought to 
play a role in the progression of the disease.  CF mutations by themselves do not appear to 
directly alter lung morphogenesis, but alterations occurring in airways, such as dehydrated 
secretions, bacterial colonisation and reduced air flow, seem to be more related to the 
consequences of CFTR abnormal functions.106  Airways expression of CFTR in both the 
epithelium surface and the submucosal glands107, 108 is required to adjust the volume of the 
airway surface liquid (ASL), a fluid that helps maintain the hydratation of epithelial cells 
while providing a protective barrier against toxins and infective agents.  CFTR impairment 
causes a lack of fluid secretion, together with excessive electrolyte absorption,109 leading to 
the thickening of the secretions that plug the airway system and impair the mucociliary 
clearance.  Thus, mobile bacteria can penetrate into thickened mucus plaques and migrate 
into the zone above the epithelial layer.110  Additionally, failure of CFTR to secrete chloride 
leads to increased salt concentrations in secretions that inhibit the activity of the 
antimicrobial peptides, -defensins and cathelicidins, which are secreted by airway 
epithelial cells.111  The loss of airway protection by -defensins facilitates chronic bacterial 
infection and it has been suggested that the antimicrobial mannose-binding lectin,112 which 
opsonises bacteria in the airway through activated complement, is inactivated by high salt 
concentrations in CF-affected lungs.113  Finally, CFTR has been characterised as a receptor 
for P aeruginosa which normally contributes to its internalization and death.114  The mutant 
F508-CFTR cannot bind this pathogen,115 leaving bacteria free to multiply in the airway 
lumen of patients with CF.114  Persistence of bacterial colonisation in the respiratory tract 
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usually coincides with increased expression of bacterial genes coding for the formation of 
micro colonies embedded in biofilms,116, 117 a mode of growth that protects them from host 
defence mechanisms and from antibiotics. 
 
Inflammation  
The colonisation of airways by bacterial pathogens leads to a sustained inflammatory 
response characterised by polymorphonuclear neutrophil influx,22 as well as the activation 
of macrophages, eosinophils, monocytes and lymphocytes.118  An integral part of this 
inflammation is the formation and release of free radicals such as superoxide radical (O2-) 
and hydroxyl radical (OH), which can lead to oxidative stress.119  Since it is well 
established that inflammation induced by bacterial infection in most tissues can cause 
oxidative stress, which maintains the inflammation and further causes damages to lung 
tissues.  Indeed, it has been shown that the ASL of CF patients contains elevated levels of 
proinflammatory cytokines, especially interleukins (IL-1, IL-6 and IL-8), tumour necrosis 
factor- (TNF-), and potent neutrophilic chemoattractants,120 involved in pro-oxidant 
production, tissue damage and cell apoptosis events.  Conversely, the production of the 
immunosuppressive cytokine IL-10 with broad anti-inflammatory properties is down-
regulated in CF respiratory epithelia.120  
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Exocrine Dysfunction 
The role of CFTR in pancreatic exocrine secretion is based on the concept that this channel 
is located in the apical membrane of the proximal duct epithelial cells.121  
Immunocytochemical studies localized the CFTR in the proximal segment of the human 
pancreatic duct system122 and, interestingly, CFTR mRNA was found intercalated in 
intralobular ducts of the pancreas,123 suggesting that ductal epithelial cells play a key role in 
the early events of altered pancreatic secretory function.  Data from newborn screening 
programs reveal that a third of CF infants are pancreatic insufficient from birth whereas the 
remaining become insufficient in the first 2-3 years of life.124  Pathological studies suggest 
that damage to the pancreas begins in utero with progressive acinar atrophy.125  Exocrine PI 
is present in 90% of adult patients with CF and it occurs in patients carrying two severe 
alleles of a CFTR mutation (class I, II or III) such as F508 whereas those with mild CFTR 
mutations (class IV or V) are usually pancreatic sufficient.126  The exact mechanism by 
which the exocrine pancreatic dysfunction occurs is still unknown, but there are a number 
of potential mechanisms proposed for CFTR dysfunction-induced exocrine PI.127  Firstly, 
PI can result from a reduced volume and concentration of HCO3-128 secreted from duodenal 
submucosal glands, intestinal crypt epithelium and pancreatic and hepatic ductal system.  
Acidity in the duodenum liberates the gut hormone secretin into the circulation, which 
binds to its receptor on the pancreatic duct cells129 and stimulates HCO3--rich protein 
isotonic fluid secretion via an elevation of intracellular cAMP level.  When CFTR is not 
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synthesized in the luminal membrane, duct cells cannot secrete Cl- and HCO3-.  Since 
anions act as the drawing force for water flow, this results in limited flow and thick 
pancreatic secretion with a high protein concentration, which may lead to ductal 
obstruction, pancreatic dysfunction and probably PI.128, 130  Furthermore, the acinar 
epithelium secretes digestive enzymes and the CFTR-expressing ductal epithelium releases 
HCO3--rich liquids that flush the enzymes into the duodenum.  Without sufficient fluid and 
HCO3-, digestive enzymes are retained in pancreatic ducts and prematurely activated, 
ultimately leading to tissue destruction, pancreatic fibrosis and function loss, resulting in 
impaired fat and protein digestion. 
 
Essential Fatty Acid Deficiency  
Fatty acids from membrane phospholipids (PL) are essential constituents for the cell since 
they influence not only membrane structure but also many membrane functions such as ion 
channelling and transport, endo- and exocytosis and functions of associated receptors131.  
Essential fatty acids (EFAs) as linoleic acid (LA, 18:2n-6) and -linolenic acid (ALA, 
18:3n-3) have been recognized fundamental for cell growth and membrane fluidity, but also 
for immune and vascular functions, and development of the central nervous system.  As 
mammalian cells cannot synthesize de novo EFAs, adequate levels depend entirely on 
satisfactory dietary intake and absorption.  If EFA absorption is appropriate, EFAs can then 
be converted into polyunsaturated fatty acids (PUFAs), such as arachidonic acid (AA, 
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20:4n-6), eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) 
upon the action of elongases and desaturases. 
Among the metabolic abnormalities in CF, disturbances in fatty acid profile were reported 
in children and adults.132  Several studies have characterized the fatty acid composition in 
different compartments (i.e. serum vs plasma vs erythrocyte PL)133-136  and they found that 
CF patients show lower concentrations of EFAs than in healthy control subjects.29, 137,
138The EFAD in CF patients has first been described in 1962139 and has formerly been 
attributed to fat malabsorption due to PI.  Nowadays, despite high fat nutritional strategies 
and pancreatic enzyme supplementation, several reports still indicate the occurrence of 
EFAD in CF.138, 140, 141 It appears that EFAD in CF patients is unlike the “classic” EFAD 
since it combines fat malabsorption and defective regulation of EFA metabolism, both 
conditions leading to fatty acid abnormalities.142  For example, despite low LA levels 
found, normal to increased levels of AA occur in plasma and tissue lipids of CF patients.143-
145  Other fatty acid abnormalities, including a decrease in DHA levels and an increase in 
eicosatrienoic acid (20:3n-9) and palmitoleic acid (16:1n-7) levels, have been demonstrated 
in CF patients.146  In spite of the relation existing between genotype (severity of the 
mutation) and EFAD (consequent to PI), residual fat malabsorption and increased EFA 
turnover have been suggested to compromise EFA status in CF.30, 147, 148  Beyond its 
function as a chloride channel, a direct link between CFTR dysfunction and EFA 
metabolism has been suggested.149  It is believed that the CFTR protein may regulate 
membrane PL composition, and EFAD present in CF patients could be related to its 
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functional defect.142, 150  Indeed, active incorporation of fatty acids in PL is a dynamic 
process influenced by chloride channels151 and it has been shown that a defective CFTR 
reduces EFA incorporation into PL from CF epithelial cells whereas transfecting these cells 
with the “normal” gene increases EFA incorporation.142 
 
Essential Fatty Acid deficiency and Inflammation  
It is well known that modifications in dietary fatty acids can modulate inflammatory 
activity. 152-154  Differences in fatty acid intakes translate into changes in the fatty acid 
content of membrane lipids and other substrates,155, 156 which in turn constitute the 
substrates for eicosanoid production.  Contrary to the generally accepted decrease of 
eicosanoid production in EFAD, patients with CF show an increased urinary excretion of 
inflammatory eicosanoid parallel to the deficiency145 likely explaining why they are under 
continuous inflammatory processes very early in the course of the disease and even in the 
absence of bacterial infection.157-159  These inflammatory events appear to play important 
roles in CF pathology since they occur in the lungs and other organs such as the intestine.160  
The involvement of AA in inflammation processes occurring during the CF pathology has 
been mentioned firstly for its role as a stimulant of mucus production, and secondly 
because it is a precursor of inflammatory eicosanoids161 and a potent mediator of 
inflammation, which can undergo cyclooxygenation, lipoxygenation and epoxygenation.  
Increased turnover of AA has been shown in CF patients143, 148, 162, 163 and multiple studies 
have been able to demonstrate increased inflammatory molecules, including 
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prostaglandins,164, 165 thromboxanes145 and leukotrienes,157, 166, 167 derived from AA in 
blood,164 EBC168 and broncho-alveolar lavage fluid157 from CF patients.  Production of 
inflammatory molecules from the AA metabolism may constitute the link between EFAD 
and inflammation in CF, an association that is thought to increase susceptibility to 
pulmonary infection by staphylococcus and pseudomonas.168  Supplementation of CF 
patients with various long-chain PUFA is recommended to restore EFA status.169 
Importantly,  EPA can reduce inflammation170, 171 since these n-3 PUFA can lower the 
production of inflammatory eicosanoids particularly through an inhibition of the conversion 
of LA to AA.155  
 
Endocrine Dysfunction 
Prevalence of Cystic Fibrosis-Related Diabetes  
A change in glucose metabolism in CF patients was first described in 1940.  In 1955, 
diabetes mellitus was noted as a complication of the disease.  With improved lifespan to 30-
40 years, CF patients are prone to developing IGT and CFRD, which can lead to specific 
complications in diabetes, such as nephropathy, retinopathy and neuropathy.57, 172-175  The 
prevalence of the diabetes condition is age-related, affecting up to 75% of the North 
American adult CF population.63  In USA, 5-6% of CF patients are reported to have 
CFRD70 with increasing prevalence as patients become older.55  Two large registry-based 
studies from USA/Canada and Europe reported the prevalence of CFRD in about 5.1% and 
3.5%, respectively.12, 176  In Europe, CFRD is present in 2.6% of patients under 18 years 
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and in 22.1% over 18 years.176  In countries where oral glucose tolerance tests (OGTTs) are 
performed on a yearly basis among the CF populations, up to 50% of patients older than 30 
years are reported to have CFRD.51, 173  Similarly, IGT is found in 18-47% of CF patients, 
showing an age-related increase in prevalence.55, 67, 177  Females are more affected by 
CFRD12 with a prevalence of 17% compared with 12% in males.64  The average age for 
CFRD occurrence is 18-21 years178 and mortality is augmented with CFRD56, 179 (about six-
fold greater compared to non CFRD subjects).180  The clinical presentation of CFRD is 
often insidious as only a minority of CF patients has symptoms of hyperglycaemia such as 
fatigue, polyuria and polydypsia, which can be easily confounded with CF symptoms.  
Classic OGTT is used to identify patients with normal, impaired and diabetic glucose 
tolerance since fasting blood glucose levels remain normal for a long time during the course 
of the disease.  This underlines the futility of fasting blood glucose as a screening tool in 
this population and underscores the importance of routine oral glucose tolerance testing,67 
particularly in children with CF.48  Therefore, the North American Cystic Fibrosis 
Foundation recommends an annual oral glucose tolerance testing for early detection of IGT 
and diabetes in CF patients over 10 years old.181 
 
Pathogenesis of Cystic Fibrosis-Related Diabetes 
The aetiology of CFRD is complex and the involvement of CFTR in this pathology is not 
fully understood since the presence of CFTR in the human endocrine pancreas is still 
debated.  For some investigators, there is no apparent expression of the CFTR protein in the 
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islets of Langerhans of CF patients,123, 182 whereas one author found the highest levels of 
CFTR being expressed in these islets more than in the whole pancreas.183  These discordant 
observations may be explained by the relative sensitivity of methods used for CFTR 
localization in endocrine pancreas.  Using in situ hybridization as a detection method, no 
CFTR mRNA expression was revealed in the islets123 whereas CFTR cDNA expression 
was confirmed by microarray.183  Further investigations are needed to assess the presence 
of CFTR in the human endocrine pancreas since various findings support a function for 
CFTR in pancreatic islets. Interestingly, CFTR mRNA has been identified in rats.184  For 
now, it is widely accepted that abnormal expression of the CFTR in the exocrine pancreas 
is in part responsible of the CFRD.  Basically, it is believed that obstruction of pancreatic 
ducts leads to reduced blood flow in the pancreatic tissue causing ischemic damage and -
cell death.63-66  As the vast majority of CF patients experience PI, it is thought that the islets 
of Langerhans are initially preserved but the acinar tissue is destroyed by fibrous fatty 
tissue later in life.  This can explain why diabetes mellitus is rare in the first decade of the 
patient’s life and why the prevalence of this disease rises with age.173  Decreased islet cell 
function first results from loss of both -cells and later from -cells in the pancreas since 
post-mortem studies have documented fibrosis and fatty infiltration of the pancreas with a 
reduction in the absolute number of pancreatic islets.185, 186  It is believed that changes in 
the endocrine pancreas that occur on a background of exocrine PI are associated with 
CFRD.187  Nevertheless, there is no real correlation between the severity of either exocrine 
pancreatic deficiency or islet -cell loss and the occurrence of glucose tolerance 
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abnormalities, but patients with IGT, who are homozygous for the F508 mutation, present 
an increased risk for developing CFRD in the years following diagnosis.58, 173  Many other 
factors unique to CF seem to influence the onset and course of CFRD, including 
malnutrition, lung infection, malabsorption, abnormal intestinal transit, liver dysfunction, 
increased insulin clearance rate, glucagon deficiency and genetic factors.  Accumulation of 
amyloid deposits has been suggested to play a role in CFRD since they have been found in 
CF patients with CFRD but not in non-diabetic patients.188  It is not clear how amyloid is 
formed in islets, but it appears to originate from amylin,189 a peptide  composed of 37  
amino acids,  which is normally produced by -cells and co-packaged with insulin.190 
Amyloid particles exhibit toxicity towards -cell, which ends up with apoptosis following 
membrane disruption.191   
 
Pathophysiology of Cystic Fibrosis-Related Diabetes 
Several factors may be of importance for the development of abnormal glucose homeostasis 
in CF patients: (i) impairment of 	-cell function with progressive fibrosis of islets of 
Langerhans with resultant distortion, ischemia, cell death and a decrease in islet numbers; 
(ii) impairment of other islet cell functions; (iii) impairment of the insulinotropic gut 
hormone secretion; (iv) changes in insulin sensitivity; and (v) altered insulin clearance 
rate.192-196  The primary cause of CFRD is thought to be insulin deficiency, especially the 
first-phase insulin secretion.60  However, the prevailing mechanistic belief is that CFRD 
results from a combination of chronic pancreatic inflammation and potential loss of the islet 
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cells, resulting in less insulin reserve and production, together with a variable state of IR.63-
66, 197  The contribution of IR to the aetiology of CFRD is unclear since results from various 
studies have not delivered the same message pertinent to insulin sensitivity.  In fact, 
increased,198 normal173, 199 and reduced magnitude have been reported.65, 67, 197   In general, 
obesity is the major risk factor for type 2 diabetes as it represents the main cause of IR.  In 
CF, obesity is rare but infections and corticosteroid administration can both result in IR, 
explaining why certain patients may present intermittent altered glucose tolerance.  Indeed, 
during the period of acute infection, there is an increase in TNF- concentrations that can 
affect insulin signalling at the receptor level,200 while corticosteroid administration can 
reduce glucose uptake by skeletal muscles and impair insulin-mediated suppression of 
hepatic glucose production.201  However, experiments with insulin kinetics have shown that 
insulin clearance rate is increased by 30 to 40% in CF patients with or without CFRD.202, 203  
Evidence supports development of complications related to diabetes in patients with 
CFRD.174, 204  For example, CFRD subjects display a lower pulmonary function than those 
without diabetes64, 176, 205 and the rate of pulmonary decline is proportional to the severity of 
IGT.206, 207  The mechanism for this clinical decline is postulated to be related to increased 
protein catabolism due to insulin deficiency.57  Individuals with diabetes (without CF) have 
lung parenchymal histological changes, including thickened basement membrane, fibrosis 
and septal obliteration,208 suggesting a direct deleterious effect of hyperglycemia.  As a 
result, there is a growing interest in the management of the pulmonary function by diabetes 
treatment as a means to prevent diabetes-related complications in CF patients.209-211 
  
 
188
Is Oxidative Stress Involved in the Cystic Fibrosis-Related Diabetes Onset? 
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Oxidative stress is defined as a disturbance in the balance between the production of free 
radicals (pro-oxidants) and host antioxidant defences, which may lead to cell/tissue injury 
or death.212  Free radicals can be defined as any species that contains one or more unpaired 
electrons.212  They are by-products of many biochemical processes occurring naturally 
within the aerobic organisms, including mitochondrial respiration, oxidation-reduction 
reactions and host defence mechanisms.  At low concentrations, free radicals can play 
important roles in the cellular functionality whereas their high production can induce some 
deleterious effects that are repelled by an efficient cellular antioxidant system.213-215  
However, in conditions where the host antioxidant system is overwhelmed by free radicals 
production, the intracellular oxidant/antioxidant homeostasis (redox state) is modified and 
processes related to oxidative stress are developed. 
 
Free Radicals as Pro-Oxidants 
Free radicals are produced through enzymatic and non-enzymatic reactions and are known 
to be part of the large family of radical and non-radical compounds, commonly represented 
by the reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) like .OH, O2-., H2O2, nitric oxide 
(NO), peroxynitrite (ONOO-) and others.  As ROS/RNS are highly reactive, they can react 
with non-radical biological molecules such as lipids, proteins, nucleic acids and 
carbohydrates leading to free radical chain reactions with the formation of new radicals and 
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by-products.  One of the best examples of such reactions is the oxidation of low-density 
lipoprotein in atherogenesis process216, 217 where the resulting lipid peroxides can undergo 
degradation, catalyzed by transition metals, to produce alkoxyl and peroxyl radicals, which 
can further intensify lipid peroxidation.  Enhanced polyunsaturated lipid peroxidation in 
cell membranes can result in changes in fluidity, increased permeability and eventually 
membrane rupture.218  Additionally, formation of conjugated dienic hydroperoxides 
products219 upon lipid peroxidation leads to their decomposition into other active 
substances such as isoprostanes (F2-isoprostanes) and aldehydes like malondialdehyde 
(MDA), 4-hydroxynonenal (HNE) and 4-hydroxyhexenal,219 which can be cytotoxic to 
cells.220, 221  These aldehydes are diffusible molecules with the capacity to induce many 
signalling pathways222, 223 by reacting with side chain amino acids of proteins.219, 223, 224  
The F2-isoprostanes such as 8-epi-prostaglandin F2 and 8-iso-prostaglandin F2 are end 
products of AA peroxidation, which circulate in human plasma and are excreted in the 
urine.225-227  Measurement of isoprostane levels in biological fluids provides a quantitative 
index of lipid peroxidation in vivo and, for this reason, they are used as markers of 
oxidative stress.228  Addition of carbonyl derivatives in proteins can render them 
susceptible to proteolysis229 while inducing DNA double-strand breaks (conversion of 
guanine into 8-hydroxyguanine) and protein/DNA crosslinks.230-232  However, these indices 
do not always relate to oxidative stress as they are also considered as indirect biomarkers of 
DNA damage and repair, found either in blood and urine samples.233, 234  ROS/RNS such as 
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NO can be trapped by thiol-containing biomolecules, like cysteine and glutathione, to form 
S-nitrosothiols that are considered as by-product of oxidative and nitrosative stress.235  
 
Antioxidant Defences 
Given the potential for tissue damage induced by oxidative stress processes, cells and 
organs have evolved major antioxidant defence mechanisms, including endogenous and 
exogenous antioxidants to protect them from free radical attack.  An antioxidant can be 
defined as any substance that, when present at low concentrations in comparison with 
oxidizable substrate concentrations, considerably delays or inhibits oxidation of the 
substrate.236  Cells have formidable defences against oxidative damage that can operate at 
different levels (i.e. lipophilic molecules vs hydrophilic molecules, in different tissue/cell 
(sub)compartments) by (a) preventing radical formation; (b) intercepting radicals when 
formed; (c) repairing oxidative damage caused by radicals; (d) increasing the clearance of 
damaged molecules; and (e) preventing excessive repair mechanisms in order to prevent 
mutations.236  Endogenous antioxidants are mainly represented by enzymes such as 
superoxide dismutase (SOD), present in cytosol and mitochondria, which catalyzes the 
dismutation of O2. to H2O2 and O2.237, 238  The product of the dismutation reaction, H2O2, 
can be destroyed by two enzymes; catalase and glutathione peroxidase (GSH-Px; a 
selenium-containing enzyme requiring GSH).  GSH is a low weight tripeptide, consisting 
of glutamic acid, cysteine and glycine, found in cell compartments including cytosol, 
mitochondria and nucleus as well as extracellular fluids like plasma and ASL making it the 
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most important water soluble antioxidant in the body.  Indeed, it has several important 
functions, including (1) direct scavenging of free radicals through donation of its hydrogen 
atom; (2) acting as co-substrate in the reduction of hydrogen peroxide and other 
hydroperoxides by GSH-Px; (3) conjugating with various components by binding via its 
reactive sulphide group; and (4) playing a major role in the synthesis of certain leukotrienes 
and reduction of disulfide bonds in proteins and DNA precursors.239  In its role as a 
scavenger of free radicals, GSH is oxidized to GSH disulfide (GSSG) by the action of 
GSH-Px.  The GSH/GSSG ratio is then often used as a marker of an ongoing oxidative 
stress.240  Exogenous antioxidants are represented by vitamin E (-tocopherol) present 
within cell membranes with -carotene and coenzyme Q.  Once incorporated in the lipid 
core of cell membrane, -tocopherol has the ability to scavenge intermediate peroxyl 
radicals and, therefore, interrupts the chain reaction of lipid peroxidation by generating the 
radical tocopherol.  Vitamin E is a chain-breaking antioxidant241 and the tocopherol radical 
is converted back to -tocopherol by the water-soluble antioxidant vitamin C (ascorbic 
acid).  It should be noted that GSH, ascorbic acid and -tocopherol exist in an 
interdependent regenerating system, where levels of each in reduced form are dependent on 
normal levels of others.  Metal-binding proteins such as transferrin, lactoferrin and 
ceruloplasmin are other major cell extracellular antioxidant defences that ensure that free 
metals like iron and copper are maintained in a nonreactive state.  
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Oxidative Stress-Activated Signalling Pathways 
Most cell types generate low concentrations of ROS/RNS when they are stimulated briefly 
by cytokines (IL-1 and TNF-), growth factors and/or hormones.242  In the case of 
prolonged stimulation, excessive levels of ROS/RNS not only directly damage cell 
components but indirectly damage them by activating a variety of stress-sensitive 
intracellular systems such as the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signalling 
pathways243 and transcription factors, including NF-B244 and AP-1.245  Activation of these 
pathways is involved in several cellular functions, ranging from proliferation to 
differentiation and apoptosis246 and it can thus play a major role in the aetiology of 
oxidative stress-related diseases.247  The exact mechanisms by which oxidative stress and 
its derived molecules activate these stress-sensitive pathways are extensive and still not 
fully understood.  There are four MAPK families, including extracellular-regulated kinase 
(ERK), c-Jun-NH2-terminal kinase (JNK), p38 MAPK and the big MAPK-1 (BMAPK-1), 
of which serine/threonine kinases are important in cell function processes.248  The ERK 
pathway is commonly associated with the regulation of cell proliferation whereas the 
balance between ERK and JNK activation is involved in cell survival since both a decrease 
in ERK and an increase in JNK activities are required for the induction of apoptosis.249  
Through various phosphorylation mechanisms, the MAPKs are involved in the activation 
of nuclear transcription factors that control the expression of many genes important for cell 
survival and metabolism.249  Among these, NF-B is involved in inflammatory responses, 
AP-1 in cell growth and differentiation and p53 in proliferation and apoptosis.243  Based on 
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in vitro studies, recent results indicate that under normal/limited low cellular stress, low 
concentrations of p53 induce the expression of antioxidant genes, whereas in severe cellular 
stress, high concentrations of p53 promote the expression of genes that contribute to 
ROS/RNS formation and p53-mediated apoptosis.250  Thus, the relative pro-apoptotic and 
anti-apoptotic functions of p53 would appear to depend at least partly on its cellular 
concentration as well as on other factors such as p53 subcellular localization and 
phosphorylation status.250  Besides its activation by oxidation-derived molecules, NF-B 
activation is promoted by a number of proinflammatory cytokines and hormones.251  This 
pathway proceeds through the phosphorylation and subsequent ubiquitination of the  
subunit of the inhibitory I-B.  The modified moiety, still associated with NF-B in the 
cytoplasm, is then selectively degraded, thus releasing the active NF-B to translocate into 
the nucleus and bind its target genes to initiate transcription.  Through this pathway, 
proinflammatory cytokines such as TNF- further stimulate the transcription of other 
cytokines,252 which maintain inflammation along with several molecules involved in 
oxidative stress-related events (i.e. IL8, IL6).  Increased inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) expression and NO production in response to NF-B activation is one specific 
example of ROS/RNS regulated gene expression253 since TNF- is also known to increase 
ROS production in vascular smooth muscle cells through activation of NADPH oxidase.254  
Although there are many other pathways and mechanisms by which oxidative stress can 
regulate the expression of numerous genes, it should be noticed that increased ROS/RNS 
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production can directly damage both extra- and intra-cellular components and ultimately 
cause cell death. 

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In the previous section of this review, we have shown that CFTR dysfunction is associated 
with chronic bacterial infection and sustained inflammation, two processes that lead to 
oxidative stress by increased free radicals production.  However, CF patients are 
particularly susceptible to oxidative stress as antioxidant protection is impaired and oxidant 
production is exaggerated.169  The importance of antioxidant status in CF has been explored 
in the recent years and it appears that both endogenous and exogenous antioxidant profiles 
are disturbed.  Malabsorption combined with the absence of currently recommended dietary 
pattern leads to an altered nutritional status in CF, with deficiencies in the antioxidant 
reserve.169  Antioxidant status in CF is disturbed by CFTR dysfunction, which alters GSH 
transport across epithelial cell membranes.5, 6  Consequently to increased oxidative stress, a 
profound extracellular deficit of GSH, i.e. ASL and plasma levels: 5-10%  and 50% of 
normal concentrations, respectively, along with a dramatically decreased GSH/GSSG ratio 
in both fluids (approximately 1:1, in contrast to normal ranges of 9-200:1) were 
demonstrated in adult CF patients.255  Unlike other genetic diseases of the glutathione 
system, the redox, transferase and recycling systems are intact in CF.  Thus, a decrease in 
GSH content can result from both abnormal transport through the CFTR and amplified 
inflammation processes during the course of CF.256  As GSH performs other tasks as 
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regenerating vitamins, its deficiency is often accompanied by lower levels of -tocopherol 
and ascorbic acid.257  In this way, it has been shown that GSH concentrations can be up-
regulated with redundant anion channels in erythrocytes258 and lymphocytes259 from CF 
patients.  Oxidative stress biomarkers (Table 1) like lipid peroxidation products have been 
detected in EBC, bronchoalveolar lavage fluid and blood from CF patients.43, 48, 118, 260-264  
These  lipid peroxidation products were  also found increased in peripheral blood, plasma 
and urine samples from the same  CF patients,  suggesting that oxidative stress originating 
from lungs can shift through other organs.40-42, 44, 265 
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Generally in diabetes, hyperglycemia and hyperlipidemia are two emerging factors, which 
through complex mechanisms, lead to oxidative stress.266  On the one hand, elevated 
glucose levels can cause oxidative stress by many ways including an increased production 
of mitochondrial free radicals, nonenzymatic glycation of proteins267, 268 and glucose auto-
oxidation.269, 270  On the other hand, elevated FFAs can also cause oxidative stress due to 
increased mitochondrial uncoupling271, 272 and -oxidation,273, 274 ultimately leading to 
increased free radicals formation.  A such oxidative stress can then lead to the activation of 
stress-sensitive signalling pathways, which in turn can worsen both insulin secretion and 
action leading to IR, IGT and overt diabetes.275, 276  Additionally, compared to other organs 
such as the lungs or liver, the expression of the major endogenous antioxidants (SOD, 
catalase, GSH-Px) is low in -cells and this situation sets them up as an easy target for free 
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radical production and oxidative stress.  Finally, GSH deficiency, as it occurs in CF 
patients, is known to cause oxidative damage in the pancreas,277 and is associated with  the 
onset of diabetes.278-282  Figure 2 schematically summarises the potential link between 
CFTR defects, inflammatory processes and activation of stress-sensitive pathways. 
 
Reduced Insulin Secretion 
Beta-cells are responsible for sensing and secreting the appropriate amount of insulin in 
response to a glucose stimulus.283  This complex process depends on several factors and 
particularly mitochondrial glucose metabolism, which acts as a stimulus for insulin 
secretion.283-285  Basically, insulin secretion induced by glucose requires glucose transport 
across -cell plasma membranes via specific transporters (GLUT1 and GLUT2), its 
oxidation through the glycolytic pathway and its later incorporation in the citric acid cycle 
within mitochondria for ATP production.284  An enhanced ATP to ADP ratio in the 
cytoplasm will result in the closure of ATP-sensitive potassium (K+) channels, decreasing 
the hyperpolarizing outward K+ flux.  The ensuing plasma membrane depolarization will 
generate influx of extracellular Ca2+ and activation of protein kinases, which will then 
mediate insulin exocytosis.247  An elevation of intracellular level of Ca2+ ([Ca2+]i), induced 
by an increased  influx through voltage-gated Ca2+ channels, is the primary driver of the 
glucose-induced mechanism.  However, further increases in [Ca2+]i can stimulate 
mitochondrial generation of ROS/RNS while Ca2+, via protein kinase C activation, may 
increase NADPH oxidase-dependant generation of free radicals and thus induce oxidative 
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stress and ultimately apoptosis.286, 287  Based on in vitro studies, it has been shown that 
ROS/RNS can decrease cytosolic ATP level and calcium flux in cytosol and mitochondria 
then causing apoptosis.285  Furthermore, it has been proved that inhibition of insulin 
secretion and glucose oxidation occurs when -cells are exposed to fatty acids288 and lipid 
peroxidation products.289  Since increased oxidative stress256 and altered Ca2+ 
homeostasis290 are found in CF, it is believed that both elements could be involved in 
insulin deficiency observed in CFRD patients,60 notably by an altered insulin secretion 
process.  Abnormal intracellular calcium homeostasis is a common defect in both type 1 
and type 2 diabetes,291 and altered Ca2+ metabolism is reported to affect -cell functions, 
including insulin biosynthesis.292  As the ER plays an important role in the regulation of 
Ca2+ homeostasis, it is possible that the combination of oxidative stress with the ER stress 
during the course of CF further decreases insulin secretion. 
 
Hypothesis of the synergic effects of oxidative and ER stresses 
Besides its function as a cellular Ca2+ store, ER is an important organelle that serves other 
central functions, including post-translational modifications, folding and assembly of newly 
synthesized secretory proteins.  In conditions of ER stress, cells can develop protective 
mechanisms by upregulating the level of ER stress response genes, by reducing the 
synthesis of new proteins and by eliminating misfolded proteins or they alternatively can 
experience apoptosis.80  Defective folding and rapid degradation of the mutant F508-
CFTR is one of the causes of CF81 and this severe disturbance in protein folding in the ER 
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can lead to cell death.80  Because of their high rate of protein synthesis, -cells are 
particularly susceptible to ER stress82 and ER stress-mediated apoptosis in these cells could 
constitute a potential cause of diabetes.  Upon oxidative stress activation, NF-B regulates 
expression of iNOS in -cells293 by producing NO that is known to trigger an ER stress 
response in -cells leading to apoptosis.83  Indeed, NO has been reported to serve as a 
mediator of -cell failure in type 1 diabetes and 50% of the -cell genes modified after 
cytokine exposure are secondary to iNOS-mediated NO formation.294  Inflammatory 
cytokines producing NO such as IL-1 and TNF- inhibit sarco(endo)plasmic reticulum 
Ca2+-ATPase (SERCA) expression, the protein responsible for Ca2+ uptake into the ER 
lumen.295  As cellular calcium is a critical element in the -cell function,296-298 the protein 
SERCA pumps and sequesters excessive cytosolic calcium into the ER, especially after 
glucose stimulated-insulin secretion, thereby ensuring the calcium homeostasis required for 
insulin synthesis and exocytosis.  Inhibition of SERCA expression resulting in depletion of 
ER Ca2+ stores is believed to cause gradual -cell depletion in type 1 diabetes.299  One can 
therefore hypothesize that, in CF, cytokine-induced NF-B activation under oxidative stress 
condition with concomitant NO release, will cause ER stress in -cells and ultimately 
activate the ER stress response pathway.  This condition will then lead to an altered insulin 
secretion and likely to -cells apoptosis, two conditions that promote the occurrence of 
CFRD in patients.  Figure 3 presents a schematic view of the effects of oxidative and ER 
stresses on -cells. 
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Increased Insulin Resistance 
The pathophysiology of IR involves a complex network of signalling pathways which is not 
fully understood.  IR can be defined as the inability of insulin to produce its biological 
actions at circulating concentrations that are normally effective in healthy subjects.190This 
occurs especially when there is impaired ability of insulin to stimulate glucose uptake by 
skeletal and/or to suppress hepatic glucose production.  Basically, after insulin binds to its 
plasma membrane receptor, both insulin receptor and insulin receptor substrate (IRS) 
proteins are phosphorylated on tyrosine residues leading to the activation of downstream 
insulin signalling pathways, including the translocation of glucose transporters to the 
plasma membrane to ensure glucose uptake300.  However, serine phosphorylation of IRS-1 
by various inflammatory signals seems to be one of the key aspects that disrupt insulin-
receptor signalling.200, 301-303  This pathway of IR includes decreased number of insulin 
receptors, reduced insulin binding to receptors and impaired translocation of glucose 
transporters.190  In individuals with CF, insulin-stimulated translocation of the glucose 
transporter GLUT4 to the plasma membrane is substantially reduced304 and insulin binding 
affinity appears to be decreased.198, 305  IR conditions encountered among CF patients may 
result firstly from the anti-inflammatory therapy and secondly from increased oxidative 
stress.  It is well known that among its effects, corticosteroid administration can cause 
reduced glucose uptake by skeletal muscles and impaired insulin-mediated suppression of 
hepatic glucose production.190, 201  As oxidative stress events are known to maintain 
inflammatory processes, it is believed that sustained cytokine production leads to the 
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activation of multiple stress-sensitive serine/threonine kinase signalling cascades.248, 306  
These kinases can phosphorylate IRS-1 on specific serine and threonine sites, which lower 
the extent of insulin-stimulated tyrosine phosphorylation, thus resulting in diminished 
translocation of GLUT4 at the membrane surface307 and lessened insulin action leading to 
IR.308 
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In CF, malnutrition, infection and inflammation are the leading cause of weakened 
antioxidant status, reduced energy intake, increased energy expenditure and increased 
oxidative stress in patients.  CFRD may further increase calorie losses due to decreased 
insulin secretion and variable IR, which lead to glycosuria and increased protein 
catabolism.190, 309  Therefore, such conditions may contribute to an increased morbidity and 
mortality in the absence of any attempt to manage energy intake and antioxidant therapy.  
The importance of nutrition for the quality and life length of CF patients has been 
highlighted early in the past310 and nowadays several correlations have been made between 
nutritional status and pulmonary function.311, 312  It is generally accepted that normal 
growth rates are achieved in most CF patients given access to appropriate nutritional 
support.37  The exacerbated lung disease is often followed by anorexia and vomiting 
episodes that cause weight loss, which can be worse for survival313 as it affects respiratory 
muscle strength, making them ineffective for mucus handling.37  Due to malabsorption 
secondary to exocrine PI, pancreatic enzyme replacement therapy, high energy diet and 
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essential nutrient supplementation are required to achieve energy demand.  For the CF 
population, it is commonly recommended to consume 120-150% of the Recommended 
Dietary Allowance for energy intake,314 including a high proportion of fat (35-40%) and 
protein (15-20%).33, 37, 315  Oral pancreatic enzyme supplements, like lipase, are mostly 
required for fat digestion, and patients may need between 500 to 4000 units per gram of fat 
ingested per day316 since they continuously have severe steatorrhea37 with fecal energy 
losses remaining as high as 10-20% of energy intake.  Enteral feeding with vegetable oils 
containing LA has been shown to improve EFA deficiency in CF.144, 164, 317  
Supplementation with n-3 PUFA has also shown to ameliorate lung function in CF.318, 319  
It is important to notice that large amounts of n-3 PUFA can inhibit desaturation and 
elongation of LA, resulting in reduced levels of AA along with the reduction of 
inflammatory processes,320 these two pathways being in competition for a number of 
common enzyme utilisations.  However, the benefits of long-term use of n-3 PUFA remain 
to be clarified as well as the ideal n-6:n-3 ratio since both groups of fatty acids are 
oxidizable substrates in cell membrane that are susceptible to oxidative injury and 
subsequent lung damage.321  In prevention of such damages, supplementation of CF 
patients with vitamin E and -carotene has been effective towards preventing oxidative 
damage34, 46, 133, 322 as seen by a decrease in lipid peroxidation products.  It is believed that 
these antioxidants have an important role in maintaining or restoring EFA status by 
protecting PUFAs from oxidative degradation since their supplementation augments plasma 
PUFAs levels.44  Patients with CF show normal total glutathione (GSH + GSSG) content in 
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lung epithelial cells but exhibit significantly diminished efflux of GSH through CFTR 
channels at the apical cell surface.5, 6, 94, 323  GSH deficiency has largely been observed and 
it may worsen several respiratory diseases, including CF.324-326  The decline in GSH levels 
in CF lungs, a phenomenon aggravated by inflammation and infection, has prompted 
several investigators to propose new therapeutic avenues through the administration of 
large GSH quantities.327  Adequate delivery and a half-life of several hours are required for 
this antioxidant therapy.256, 328, 329 Accordingly, in vivo studies have shown an improvement 
of clinical parameters in CF lung disease using inhaled GSH (600 mg/day).330, 331  
However, further investigation is needed to determine the extent of effectiveness of GSH 
on CF symptoms  in view of the small number of clinical trials employing only short 
treatment duration (6 weeks), which resulted in limited amelioration of lung function.327  
Conclusions
CF is a well established inflammatory disease affecting most of the secretory organs.  
CFTR dysfunction and the following viscous secretions are involved in the lung disease, 
pancreatic damages and intestinal dysfunction.  Repeated bacterial infections, chronically 
stimulated neutrophils and defective GSH transport across the airway epithelium membrane 
lead to increased mucus viscoelasticity, exaggerated inflammation and ineffective immune 
responses coupled with an acute oxidative stress.  As these conditions become amplified 
during the course of the disease, there is a progressive oxidative burden, which would cause 
further decrements in the major antioxidant defences and may be extended to other organs 
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due to dietary antioxidants malabsorption associated to PI.  In the absence of an appropriate 
antioxidant network, the activation of stress-sensitive signalling pathways (i.e NF-B and 
the release of inflammatory cytokines (i.e.TNF-) further contribute to the appearance of 
fibrosis, especially in the pancreas.  The fibrotic pattern of pancreas during the 
development of CF is thought to play a role in destruction of -cells and to progressively 
reduce insulin secretion and deteriorate glucose tolerance.  Since IGT commonly occurs 
without fasting hyperglycemia, it is possible that repeated insidious postprandial 
hyperglycemia episodes may favor the development and progression of CFRD by 
augmented ROS/RNS production that may induce -cell injury or by altering the cascade of 
insulin signalling at the receptor level via IRS-1.  Such an increase of oxidative stress 
concomitant with the ROS/RNS production may favour lipid peroxidation events, by 
reacting with PUFAs in membranes, leading to, EFAD and alteration of protein function 
via formation of adducts with lipid peroxidation derivatives, which amplifies  oxidative 
damage in tissues.  Therefore, the daily intake of antioxidants and the use of 
pharmacological inhibitors aimed at suppressing chronic activation of stress-sensitive 
signalling pathways may be very important to prevent the onset of CFRD in patients.  
Moreover, the use of mucolytics such as N-acetylcysteine can help to lower bacterial 
infection by clearing the respiratory airways.  As the population of individuals with CF 
grows, the need for the development of animal models presenting phenotypes to parallel the 
human disease becomes crucial.  Indeed, mouse models, with or without CFRD provide 
opportunities to study the pathophysiology of CF at the molecular level.  
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Figure and Table Legends 
Figure 1  CFTR structure and mutation categories 
The six classes of mutations frequently found on the CFTR gene that 
are involved in the absence or altered expression of the CFTR protein 
responsible of the cystic fibrosis pathology. 
Figure 2 CFTR dysfunction and inflammation in activated stress-sensitive 
pathways 
   A decrease in both GSH and GSH/GSSG ratio, even in the absence of 
infection, leads to the activation of the transcription factor NF-B 
with a cascade of proinflammatory cytokines as IL-1 and TNF-.  
Altered CFTR function and increased oxidative stress events 
occuring in the CF pathology can further affect the glutathione 
homeostatsis and induce cell death by sustained activation of stress-
sensitive pathways.    
Figure 3  Hypothesis of oxidative and ER stresses-induced -cells death 
Calcium homeostasis is important for the -cell function as it is 
involved in the folding of insulin protein as well as the exocytosis 
mechanism of insulin granules in presence of glucose molecules.  
Oxidative stress and inflammatory events can both alter calcium 
homeostasis by inhibiting the protein SERCA which ensure  the entry 
of calcium in the endoplasmic reticulum (ER) for insulin folding and 
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release.  The accumulation of misfolded protein in the ER will lead to 
ER stress involved in apoptosis and death of -cells    
Figure 4 Possible links between CFTR dysfunction, oxidative stress and the 
occurrence of CFRD in CF 
   The multiorgans dysfunction of the CFTR protein is directly 
associated to an increase of oxidative stress which can alter glucose 
tolerance by reducing insulin secretion or inhibiting its signalling 
pathways then leading to CFRD 
Table   Oxidative stress biomarkers and major antioxidants assessed in 
various compartments in CF 
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ABSTRACT 
Oxidative stress is involved in organs damage during the cystic fibrosis (CF) pathology but 
the relationship between oxidative stress and the appearance of cystic fibrosis-related 
diabetes (CFRD) remains unclear.  Due to their low expression of many antioxidant 
enzymes, -cells are susceptible to oxidative stress and the increased reactive oxygen 
species (ROS) production associated with the CF condition represents an important risk 
factor for -cell dysfunction.  We investigated in the current study, the relationship between 
chemically induced ROS generation and glucose-stimulated insulin secretion under 
oxidative stress conditions.  Chronic exposure of the pancreatic -cell, TC-tet, to the 
prooxidant system iron/ascorbate markedly blunted the insulin secretion process and led to 
the activation of the inflammatory pathway.  This altered mechanism was associated with 
increased levels of lipid peroxidation markers, decreased antioxidant enzymes activities and 
decreased cytoplasmic ATP levels.  The antioxidant and scavenger compound Trolox 
prevented the harmful effect of oxidative stress and restored the insulin secretion profile.  
Taken together, these findings suggest that early treatment of oxidative stress with 
antioxidant is required to ensure insulin secretion and -cell function in CF patients. 
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INTRODUCTION 
Cystic fibrosis (CF) is a life-threatening genetic disease (1) that severely affects lungs and 
the digestive system, resulting in pancreatic insufficiency (2), severe malnutrition (3), 
steatorrhea (4), pulmonary failure (5) and ultimately death (6).  A significant improvement 
in the life expectancy of these patients has led to an increased concern about the onset of 
secondary pathologies such as diabetes (7).  CF-related diabetes (CFRD) is insidious, 
affects 20 to 40% of CF patients and is associated with deterioration of lung function, 
poorer nutritional status and decreased survival compared to non-diabetic CF patients (8).  
The aetiology of CFRD is poorly understood and its atypical pathophysiology includes 
several features associated with type I and II diabetes (9).  The prevailing consensus is that 
CFRD results from a severe, although non absolute, insulin deficiency which arises from a 
primary defect of 	-cell (10).  Moreover, glucose-intolerant and diabetic CF patients 
display increased, normal or decreased insulin resistance (11). 
CF patients experience an increased oxidative stress burden, which is intimately associated 
with chronic inflammatory responses (12).  Indeed, the increased oxidant production by 
activated neutrophils and macrophages (13), coupled with a decreased antioxidant defence 
capacity caused partly by the malabsorption of exogenous liposoluble antioxidants (14), 
and the impairment in glutathione transport secondary to CFTR channel dysfunction (15), 
gives rise to an imbalance between pro- and antioxidants, thereby contributing to CF 
morbidity (16).  Oxidative stress is involved in lung tissue destruction and respiratory 
failure in CF (17) and it is believed that its by-products can reach distant organs and affect 
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their function (18).  Pancreatic -cells are particularly sensitive to oxidative stress due to 
the relative weakness of their intracellular antioxidant defence system (19-22).  Indeed, 
oxidative stress is implicated in -cell dysfunction or death caused by inflammatory 
processes in type 1 diabetes, whereas it is associated with the impairment of -cell function 
in type 2 diabetes (23;24).  Since CFRD shares some features with type 1 and 2 diabetes, it 
can be suspected that oxidative stress affects -cell function in CF patients with similar 
parameters like what has been shown in the other types.  Most studies investigating the role 
of oxidative stress in -cell dysfunction have examined the protective actions of antioxidant 
agents aiming at reducing the harmful effects (25-27).  However, the mechanisms have so 
far remained obscure.  In addition, the investigations were carried out under acute illness 
(28;29). 
 
In the absence of any experimental animal model developing the CF phenotype with 
potentially endocrine pancreatic disorders, this study was performed using a -cell line, 
namely, the TC-tet murine pancreatic -cells.  Since limited in vitro studies have tackled 
the mechanisms by which a chronic oxidative stress condition, as it occurs in CF pathology, 
influences -cell function, the aims of the present work were to: 1) establish a well-
controlled system of exogenous oxidative stress using the reliable TC-tet cell line; 2) 
ascertain the role of a long standing oxidative stress in the glucose stimulated insulin 
secretion mechanism; 3) examine the activity status of noticeable cellular antioxidant 
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enzymes; and 4) evaluate the oxidative stress-induced inflammatory activation of redox 
sensible factors. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Chemicals 
Culture media and penicillin-streptomycin (PS) were obtained from GIBCO-BRL (Grand 
Island, NY, USA) whereas horse serum (HS) was purchased to Invitrogen Life 
Technologies (Burlington, ON, Canada) and foetal bovine serum (FBS) to Flow,  (McLean, 
VA, USA).  All chemicals including iron, ascorbate, Trolox, MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), 1-methyl-2-vinyl-pyridium trifluoromethane 
sulfonate, metaphosphoric acid, DTNB (5,5’-dithiobis- (2-nitrobenzoic acid), IBMX  (3-
isobutyl-1-methylxanthine), oxidized glutathione, thiobarbituric acid were obtained from 
Sigma (St-Louis, MO, USA).  The fluorescent probe CM-H2DCFDA (5-(and-6)-
chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester) was from Molecular 
Probes (Eugene, OR, USA).  Sodium tungstate (Na2WO4) was from Aldrich (Milwaukee, 
WI, USA).  Antibodies directed against NF-B were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) whereas those against I-B from Cell Signaling 
Technology (Beverly, MA, USA).  All aqueous solutions were prepared with water purified 
milli-Q-system (Millipore, Montreal, QC, Canada). 
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Cell culture 
TC-tet murine pancreatic -cells were kindly provided by Dr P. S. Haddad (Department of 
pharmacology and membrane protein study group, University of Montreal, Montreal, 
Canada).  In this cell line derived from transgenic mice expressing the SV40T antigen 
(Tag) under control of the tetracycline gene regulatory system, growth arrest can be 
induced by shutting off Tag expression in the presence of tetracycline.  Cells were cultured 
at 37°C in a humidified 5%:95% CO2:air and in high-glucose (4.5 g/l) Dulbecco’s modified 
eagle medium (DMEM) supplemented with 15% horse serum, 2.5% foetal bovine serum 
and 1% penicillin-streptomycin until they reached 85% of confluence. 
Cell treatment 
Once cell cultures reached 85% of confluence, the medium was changed to serum-free 
DMEM supplemented with 1% PS.  TC-tet cells were incubated with the mixture 
iron/ascorbate (Fe-Asc 0.2/2 mM), respectively for 2 or 18h, with or without the 
antioxidant Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,9-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid; 1 mM) 
which was added to the medium 1h prior the incubation with iron/ascorbate. 
MTT reduction assay 
The TC-tet cell metabolism and viability were examined with the MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] colorimetric assay as previously 
described (30).  The absorbance measured at 535 nm is directly proportional to viable cell 
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number.  Viability was calculated as the percentage of the absorbance of treated relatively 
to untreated cultures.  Viability of untreated cells was considered as 100%. 
Determination of ROS in TC-tet cells 
Levels of intracellular reactive oxygen species (ROS) were measured by confocal 
microscopy using the fluorescent probe CM-H2DCFDA as previously described(26).  After 
treatment with prooxidants and/or antioxidants, TC-tet cells were loaded with CM-
H2DCFDA (5 μM) for 30 min at 37oC, followed by three washing with PBS.  Fluorescence 
images were obtained at excitation and emission wavelengths of 485 and 535 nm 
respectively with a LSM 510 laser scanning confocal microscope (Carl Zeiss, Thornwood, 
NY, USA).  Individual cells from randomly selected microscopic fields were outlined using 
the Image J software (http://rsb.info.nih.gov/ij) and the fluorescence intensity determined. 
Measurement of ATP levels 
Cellular ATP contents were measured using an ADP/ATP bioluminescent assay kit 
(BioAssay Systems).  Briefly, TC-tet cells were seeded onto a 96-well microplate, 
incubated for 18h with iron/ascorbate in the presence or absence of 1mM Trolox and then 
lysed to release ATP and ADP.  The first phase of the assay consists in the luciferase-
catalyzed reaction of cellular ATP and D-luciferin, which produced a luminescent signal.  
Then, ADP was converted into ATP through an enzyme reaction and the newly formed 
ATP reacts with D-luciferin.  The second light intensity represented the total ADP and ATP 
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content; ADP levels were obtained by subtraction.  The calculated ATP/ADP ratio was 
normalized to the total protein contents of the wells. 
Measurement of GSH-to-GSSG ratio 
The ratio of reduced glutathione to glutathione disulfide (GSH/GSSG) was determined after 
exposure to iron/ascorbate in the presence of absence of Trolox using the Bioxytech 
GSH/GSSG-412 kit (OxisResearch, Portland, OR, USA).  TC-tet cells were washed twice 
with ice-cold PBS and harvested in 5% meta-phosphoric acid followed by a centrifugation 
at 6500 x g, 4°C for 5 min.  The resulting supernatants were divided into two aliquots: one 
for the measurement of total glutathione (GSH+GSSG), immediately stored at -80°C, and 
the other for the GSSG assessment, stored at -80°C after being mixed with thiol scavenging 
1-methyl-2-vinyl-pyridium trifluoromethane sulfonate.  After addition of the chromogen 
DTNB, absorbance was recorded at 412 nm to measure total glutathione concentration 
whereas GSSG levels were determined using a calibration curve.  
Antioxidant enzyme activities 
The activity of the antioxidant enzymes: superoxide dismutase (Mn-SOD), catalase (CAT) 
and glutathione peroxidase (GPx) were measured in TC-tet cell homogenates after 
treatment with iron/ascorbate either pre-incubated or not with Trolox.  Briefly, the specific 
substrate for each enzyme was added to the cell homogenates and the rate of its 
disappearance was then measured by spectrophotometry.  Cytosolic and mitochondrial 
SOD activities were determined as described by McCord et al. (31).  The assay for the CAT 
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activity was adapted from the protocol reported by Jiang et al. (32) with measurement of 
xylenol orange oxidation at 560 nm in the presence of ferrous ions upon addition of H2O2 
(10 mM) to the cell homogenates.  For the GPx activity, cell homogenates were added to a 
PBS buffer containing 10 mM GSH, 0.1 U of glutathione reductase and 2 mM NADPH 
with H2O2 (1.5%) to initiate the reaction.  Absorbance was then monitored at 340 nm for 5 
min. 
Insulin secretion assay 
All experiments were performed in static incubation.  Briefly, TC-tet cells (passage 26-28) 
were seeded in 12-well plates at a density of 2.5 x 105 cells/well.  Upon reaching 60-85% 
confluence, cells were exposed to iron/ascorbate and/or Trolox for 18h in the culture 
medium and then pre-incubated at 37°C for 1h in a Krebs-Ringer buffer (10 mM HEPES, 
25 mM NaHCO3, 2 mM NaH2PO4, 118 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1mM 
MgSO4, 0.1% fatty acid free BSA, pH 7.4) containing no glucose.  To assess insulin 
secretion, the buffer was removed and replaced by a Krebs buffer containing 0.5 mM 
IBMX and either 4, 6, 10, 16 mM glucose (for insulin stimulation), or 2 mM glucose plus 
50 mM K+ (non-fuel secretagogue) (buffer adjusted to 50 mM KCl and 73 mM NaCl).  
After a 2h-incubation, media were collected, centrifuged for 3 min at 4°C, 3,000 x g to 
remove cell debris and stored at -80°C until further analysis.  Insulin release into the 
medium was determined by radioimmunoassay (RIA) as described below.  Cellular insulin 
content was measured in cells exposed to 4 (basal secretion) and 16 mM glucose for 2h.  
Briefly, intracellular insulin was extracted overnight at 4°C in 0.2 mM HCl-75% ethanol.  
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These samples were briefly sonicated and centrifuged at 30,000 x g for 5 min before 
measurement of insulin by RIA in the supernatant (# RI-13 K, Linco Research, St-Charles, 
MO, USA).  Measurements were performed on samples diluted between 100 and 300 times 
according to the manufacturer’s instructions.  All insulin concentrations are expressed per 
mg of proteins.   
Quantitation of markers of lipid peroxidation 
MDA determination 
The amount of free malondialdehyde (MDA) generated during incubation with iron/ 
ascorbate and/or Trolox was determined by HPLC as described previously (33).  Proteins 
were first precipitated with a 10% sodium tungstate solution.  The protein free supernatants 
were then reacted with an equivalent volume of 0.5% (wt/vol) thiobarbituric acid solution 
(TBA) at 95°C for 1h.  After cooling to room temperature, the pink chromogene [(TBA) 2-
MDA] was extracted with 1-butanol and dried down with nitrogen at 37°C.  The dry extract 
was resuspended in KH2PO4/methanol (70:30; pH 7.0) before MDA determination by 
HPLC with fluorescence detection. 
HNE-protein adducts determination 
Quantification of HNE bound to proteins (HNE-P) in cell homogenates was assessed as 
previously described (16) with slight modifications.  Analysis was performed using a 
Hewlett Packard 6890 Series GC System version A.02.14 (Hewlett Packard, Paolo Alto, 
CA, USA) equipped with HP-5 capillary column (50m x 0.2mm x 0.33μm) coupled to a 
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Mass Spectrometer (Agilent Technologies Mass Selective Detector 5973 Network).  Only 
the fragmented ions m/z 257, 258 and 268 were measured while the MS source and 
quadrupole were set at 300C-176C respectively. 
Fatty acid analysis 
Cellular fatty acids were assayed by a method established in plasma samples and 
commonly used in our laboratory (34).  Briefly, the 18h-cell homogenates were subjected 
to direct trans-esterification and then injected into a gas chromatograph (model HP 5880, 
Hewlett-Packard, Rockville, MD) using a fused silica capillary column (60m x 0.2mm x 
0.2μm) with SP-2331. 
Western blot analysis 
Cells were homogenized and adequately prepared for Western blotting as described 
previously (35) with slight modifications.  Nitrocellulose membranes were incubated in 1% 
defatted milk containing primary antibodies directed against NF-B (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and I-B (Cell Signaling Technology, Beverly, MA).  The 
relative amount of primary antibody was detected with species-specific horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibody in 0.5% milk.  NF-B and I-B were quantitated 
using an HP Scanjet scanner equipped with a transparency adapter and the UN-SCAN-IT 
gel 6.1 software. 
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Statistical analysis 
Data are expressed as means ± SEM.  To assess the differences between means, Student t 
test or one-way Anova followed by Tukey’s post hoc tests were performed. A p value < 
0.05 was considered significant. 
 
RESULTS 
Effect of iron/ascorbate on TC-tet cell viability 
Cell viability and metabolism were assessed by the MTT assay following a 18h- incubation 
with iron/ascorbate and/or Trolox in serum-free medium.  As shown in Figure 1, the 
exposure of TC-tet cells to iron/ascorbate and/or Trolox did not significantly affect cell 
viability.  Similar data were observed when viability was evaluated with the Trypan blue 
exclusion test (data not shown). 
 
Iron/ascorbate-induced ROS production in TC-tet cells 
To confirm that iron/ascorbate leads to ROS production in TC-tet cells, the probe CM-
H2DCFDA was used.  This molecule which freely enters the cell, is esterified by esterases 
into its metabolite, 2,7-dichlorofluorescin (DCFH), which react with ROS to produce the 
fluorescent component 2,7-dichlorofluorescein (DCF).  Fluorescence intensity in TC-tet 
cells that were previously exposed to iron/ascorbate and/or Trolox for 18h was quantitated.  
Our results show that the prooxidant mixture elicited a significant increase in ROS levels 
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whereas the addition of Trolox neutralized this production as exemplified by the decrease 
in fluorescence intensity to levels comparable to controls (Fig. 2). 
 
Time course of lipid peroxidation in TC-tet cells 
Experiments were subsequently carried out to examine the effects of iron/ascorbate on lipid 
peroxidation following the exposure for 2 and 18h, periods of time considered as acute and 
chronic conditions, respectively.  Lipid peroxidation markers as determined by the 
intracellular MDA and HNE-P levels showed a significant increase following 
iron/ascorbate administration at both times of exposure (Fig. 3).  The combination of 
Trolox and iron/ascorbate normalized the production of both MDA and HNE-P levels in 
comparison with control values. 
 
Iron/ascorbate and fatty acid composition in TC-tet cells 
As lipid peroxidation by-products were modulated by the treatment with ion/ascorbate, we 
verified whether these productions were associated with changes in cellular fatty acid 
composition.  In agreement with the lipid peroxidation results, differences in fatty acid 
composition were detected in cell homogenates incubated for 18h in the presence of 
iron/ascorbate.  Overall, polyunsaturated fatty acid (PUFA) levels showed a decreasing 
trend in TC-tet cells exposed to iron/ascorbate; but only concentrations of arachidonic 
acid (20:4	6) were significantly reduced when compared to those in controls and cells 
treated with iron/ascorbate and Trolox (Fig. 4).  When calculated the essential fatty acid 
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deficiency index with the ratio of eicosatrienoic acid (20:3	9) to arachidonic acid, this was 
not modified by the oxidative effects of iron/ascorbate (data not shown).  The ratio of 
cholesterol to phospholipids, a commonly used index for membrane fluidity did also not 
show significant differences between control and iron/ascorbate-treated cells (data not 
shown).  Taken together, these data indicate that iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation 
affects preferentially arachidonic acid content in TC-tet cells. 
 
Modulation of endogenous antioxidant defences in TC-tet cells by iron/ascorbate  
To determine whether the oxidative effects of iron/ascorbate were associated with 
consequences on the cell antioxidant system, we measured changes in some of its major 
components.  Alterations in the endogenous antioxidant defence occur in TC-tet cells 
upon iron/ascorbate administration for 18h as evidenced with changes in glutathione levels 
(GSH and GSSG) as well as in enzymatic activities of Mn-SOD and CAT.  As illustrated in 
Figure 5, we observed a significant increase in the GSH/GSSG ratio in response to 
iron/ascorbate along with a significant decrease in both activities of Mn-SOD and CAT.  
The co-administration of Trolox restored CAT activity to control levels but failed to restore 
the Mn-SOD activity back to the control value and GSH/GSSG ratio remained high.  No 
significant changes were noticed towards the cytosolic SOD and GPx activities, suggesting 
that these enzymes were less affected (data not shown). 
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Impact of iron/ascorbate on insulin secretion in TC-tet cells 
As the TC-tet cell is a known model of insulin release in response in a dose-dependent 
manner, to physiological concentrations of glucose, we first assessed glucose-induced 
insulin secretion following a 2h-incubation in the presence or absence of iron/ascorbate.  In 
control cells, insulin secretion was dose-dependently increased when raising the glucose 
concentrations from physiological fasting level (4 mM) to 20 mM glucose as external 
stimuli (Fig. 6A).  Although addition of iron/ascorbate resulted in a significant increase in 
insulin secretion at 4 and 6 mM glucose the response was blunted for increased glucose 
concentrations.  Longer exposure (18h) did raise the insulin secretion measured with 4 mM 
glucose but did not influence the response to glucose stimulation (Fig. 6B).  The addition of 
iron/ascorbate did not affect the response to low concentration of glucose (4-6 mM) but 
markedly blunted the response to higher concentrations of glucose. 
We then focused on insulin secretion in response to 4 and 16 mM of glucose, two 
concentrations where we observed very different responses for the effects of iron/ascorbate 
in relation with the time of exposure.  The use of Trolox alone or in conjunction with 
iron/ascorbate, completely normalized insulin secretion, regardless of the time of 
incubation (Fig.7 A&B).  These data were further confirmed with measurements of the 
intracellular insulin contents.  When insulin secretion is expressed as the percentage of 
insulin content secreted, short-term iron/ascorbate treatment still significantly increased 
with 4 mM glucose (Fig 7C).  The percentages of insulin content released upon stimulation 
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with 16 mM glucose remained indistinguishable from stimulated by 4 mM glucose at both 
lengths of exposure (Fig.7 C&D). 
The effects of iron/ascorbate treatment on insulin release through mechanisms independent 
from glucose stimulation were also evaluated.  Insulin secretion was similar between 
control and iron/ascorbate-treated cells after the addition of 50 mM KCl, which bypasses 
the ATP-sensitive channels to stimulate insulin secretion (data not shown).  A rise in the 
ATP/ADP ratio is a key cellular event that precedes glucose-stimulated insulin secretion.  
We therefore evaluated changes in ADP and ATP concentrations following the 
administration of iron/ascorbate and found that ATP/ADP ratio was significantly decreased 
after a 18h-incubation with iron/ascorbate (Fig. 8).  These results showed that the 
ATP/ADP ratio is sensitive to oxidative stress and can at least partly explain the negative 
effects of iron/ascorbate on the glucose-stimulated insulin secretion process. 
 
Iron/ascorbate-induced NF-B activation following ROS production 
In order to verify whether iron/ascorbate could modulate inflammation pathways, 
degradation of the inhibitory protein inhibitor-B (I-B) and activation of the 
transcription factor NF-B were analysed after long term exposure.  Following the 
incubation with iron/ascorbate (18h), the expression of the 37-kDa protein I-B was 
evaluated in TC-tet cell homogenates.  As shown in Figure 9, iron/ascorbate induced a 
decrease in the amounts of I-B, which could account for its degradation and the release 
of NF-B in the cytosol.  The degradation of I-B and release of NF-B were both 
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inhibited by the presence of Trolox, showing that the pro-oxidant mixture iron/ascorbate, 
can activate this transcription factor.  Therefore, long-term incubation of TC-tet cells with 
iron/ascorbate activates NF-B, which could ultimately lead to the transcription of genes 
involved in inflammation protein synthesis. 
 
DISCUSSION 
The CF pathology represents a chronic and sustained inflammatory condition, especially in 
lungs, in which increased oxidative stress events are believed to cause respiratory failure 
(12;17).  Most studies have evidenced the role of oxidative stress in the rise of diabetic 
complications (36) whereas others have demonstrated the involvement of oxidative stress in 
-cell dysfunction during the early phases of diabetes (23;24).  A feature of pancreatic -
cells is their low expression and activity of the major enzymes involved in antioxidant 
defence mechanisms, which render them susceptible to the harmful effect of oxidative 
stress (22).  The relationship between increased oxidative stress occurring in lungs and the 
appearance of CFRD in CF patients is not fully established and this still remains a matter of 
hypotheses.  Moreover, without any animal models of CF with the CFRD characteristics 
observed in human, extrapolations can be made, at least for some mechanisms on the 
hypothetical impacts of oxidative stress on the pathophysiology of CFRD from data 
obtained with cellular models of -cells. 
The main objective of our study was to examine how pancreatic -cells relatively behave in 
the oxidative stress conditions.  We used the iron/ascorbate mixture as the pro-oxidant 
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system since this iron-catalyzed model of oxidative stress is known to generate hydroxyl 
radicals (HO•) from hydrogen peroxide (H2O2) in presence of ferrous ions (37).  Our data 
show that incubation of TC-tet cells with iron/ascorbate resulted in a significant 
accumulation of intracellular ROS, especially H2O2, confirming that this compound is one 
of the most produced in our pro-oxidant model.  As mentioned above, iron molecules allow 
HO• formation, which in turn, is initiates the lipid peroxidation process in most cells (38).  
In this study, we confirmed the high susceptibility of -cells to oxidative stress.  As shown 
by our results, the incubation of TC-tet cells with iron/ascorbate resulted in increased lipid 
peroxidation in a time-dependant manner.  Moreover, the co-administration of the 
antioxidant and lipid peroxide scavenger Trolox, with iron/ascorbate inhibited the 
iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation evaluated with MDA and HNE-proteins 
productions.  The occurrence of lipid peroxidation was accompanied with a decrease in 
most polyunsaturated fatty acid content but arachidonic acid levels were the most affected 
by the process.  This point out that this long fatty acid is a good candidate for the evaluation 
of lipid peroxidation extent in biological systems (39) but also confirming the relevance of 
the chosen markers of lipid peroxidation as this fatty acid is the main source of the MDA 
and HNE aldehydes through peroxidation.  
Endogenous antioxidant enzymes such as SOD and CAT are essential to limit the 
production of oxidative molecules in oxidative stress conditions (27).  It is now well 
established that -cells contain low levels of SOD, which helps remove superoxide anions 
and CAT involved in the elimination of peroxides (40).  Our results show a decrease in 
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CAT and Mn-SOD upon long term incubation with iron/ascorbate.  The addition of Trolox 
prevented the drop in CAT activity but showed no effect on SOD activity.  This is 
consistent with the fact that Trolox, in our study, showed the ability to enter the cell and 
reduce intracellular H2O2 accumulation when co-administrated with iron/ascorbate.  
However, it is possible that the pro-oxidant system generates superoxide radicals that 
overcome the mitochondrial SOD mechanism.  Changes in the glutathione system were 
expected and confirmed with an increase in GSH levels and a significant increase in the 
GSH/-GSSG ratio, suggesting that an upregulation in GSH levels occurs in TC-tet cells in 
order to ensure viability despite oxidative stress.  This in vitro oxidative stress system 
promotes changes in the endogenous antioxidants to neutralize, or at least, attenuate the 
iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation in TC-tet cells. 
Oxidative stress is known to affect the insulin secretion mechanism in -cells directly by 
damaging the cell structure (20;41) or indirectly by altering some steps of this process 
(25;26).  Briefly, the glucose-stimulated insulin secretion process relies on 3 parameters: 1) 
glucose metabolism; 2) ATP production; and 3) Ca2+ mobilization (42-44).  Upon glucose 
metabolism, increased cytosolic ATP/ADP ratio will lead to closure of KATP channels 
(45;46), opening of voltage-dependent Ca2+ channels and insulin exocytosis (43).  It has 
been demonstrated that HO• and H2O2 can affect insulin secretion through specific 
inhibitions of key enzymes of glucose metabolism (47;48), a decreased production of ATP 
(49), and altered Ca2+ homeostasis (50;51).  However, it has also been shown that oxidative 
stress can alter insulin secretion only beyond fasting glucose levels since it seems to 
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increase insulin release within glucose levels near to basal values (49).  This effect of 
oxidative stress on insulin secretion is explained by a surprising accumulation of calcium in 
the cytosol as a consequence of diminished Ca2+ pumping into the endoplasmic reticulum 
associated with a decrease in cytosolic ATP (52).  In control condition, insulin secretion is 
dose dependently increased by concentrations of glucose ranging from those observed in 
fasting normal glycemia (4 mM), high post-prandial (10 mM) or uncontrolled diabetic 
conditions.  In the condition of an acute oxidative stress induced by iron/ascorbate, the 
effect of glucose is raised: at 4 mM, the insulin secretion reached values similar to those 
observed with 10 mM glucose, with an absence of response to glucose.  With longer time of 
incubation (18h), the insulin response to glucose was maintained without significant effects 
of iron/ascorbate at low glucose concentrations (4-6 mM).  However, with higher glucose 
concentrations the insulin response was blunted.  Nevertheless, the results observed with 
Trolox (Fig 7B) showing a normalization of the insulin secretion profile strongly suggest 
that most probably in the early phases of -cell dysfunction, antioxidant can be beneficial to 
maintain insulin responsiveness.  Data relative to the proportion of insulin content (Fig 
7C&D) demonstrated that insulin synthesis was not affected by iron/ascorbate and only the 
insulin secretion mechanism was altered.  This observation was further confirmed by the 
decreased ATP/ADP ratio upon iron/ascorbate treatment whereas insulin secretion was 
unchanged in control and iron/ascorbate-treated cells after the addition of 50 mM KCl.  
Therefore in these conditions, cellular ATP/ADP ratio is sensitive to oxidative stress and 
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may explain the negative influence of iron/ascorbate on glucose-stimulated insulin 
secretion. 
 
Oxidative stress has been associated to inflammatory gene expression in both type 1 and 2 
diabetes (53).  Consequently, we analysed whether iron/ascorbate-mediated lipid 
peroxidation could modulate inflammation pathways in TC-tet.  Since NF-B is a master 
stress-sensitive transcription factor involved in inflammatory response, its activation by 
various stimuli including oxidative stress will lead to the degradation of its inhibitory 
protein IB (54).  Treatment with iron/ascorbate induced the degradation of cytosolic IB 
with the ensuing activation of NF-B, but the presence of the antioxidant Trolox inhibited 
the activation of NF-B, thereby confirming that this transcription factor is subject to redox 
regulation.  Therefore, it is believed that long-term exposure of -cells to chronic oxidative 
stress will activate NF-B, which could ultimately lead to the transcription of genes 
involved in pro-inflammatory protein synthesis. 
Data from the current study can be analyzed in the context of CF and CFRD since our TC-
tet cell line can be representative of pancreatic cells in CF patients.  We can then propose 
that results obtained after 2h of incubation with iron/ascorbate could simulate an acute 
oxidative stress condition where -cells are not able to respond to a glucose challenge; a 
situation that may occur during acute inflammation and/or infection in CF or eventually in 
the first steps preceding CFRD.  This could even explain the temporary phase of glucose 
intolerance occurring in CF patients during acute lungs infection period than can be 
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normalized later (55).  The function of -cells during early CFRD is most probably closer 
to what we observed with the longer incubation with iron/ascorbate (18h) showing that 
prolonged oxidative stress induced an inadequate -cell response and insulin secretion to 
glycemic changes.  The data obtained with Trolox suggest that antioxidant treatment in the 
early phases of glucose intolerance could be beneficial to restore -cell function and delay 
CFRD appearance.  Finally, our results on inflammation suggest that these factors can 
contribute to the installation of chronic oxidative stress events, fibrosis and more -cell 
dysfunction during the development of CFRD.  However, we have to keep in mind that 
finding in vitro conditions mimicking what is most probably occurring in CFRD is 
extremely difficult as long term incubations of -cells are so far, not possible.   
In summary, our data confirm the harmful effects of oxidative stress in -cell function with 
some discrepancy between acute (2h) and long term (18h) effects.  The poor antioxidant 
equipment of -cells render them more vulnerable to oxidative stress events, even those 
occurring in distant sites as seen in the CF pathology. The iron/ascorbate pro-oxidant 
system we used in this study is a good system of exogenous oxidative stress for in vitro 
studies since it was for some parameters, controlled by the antioxidant Trolox.  However, in 
vivo studies are needed to understand the mechanisms by which oxidative stress affect the 
-cell and to identify the potential targets for antioxidant therapy. 
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LEGENDS OF THE FIGURES: 
 
Figure 1.  Cell viability upon iron/ascorbate exposure.  
TC-tet cells were incubated with 0.2 mM iron and 2 mM ascorbate (Fe) and/or 1mM 
Trolox (Trolox) for 18h. Non-treated cells served as controls (CTR).  After a 2h-incubation 
in the MTT solution, the MTT product Formazan was colorimetrically measured at 535 nm.  
Data represent means ± SEM of 3 independent experiments performed in triplicate on 
different cell preparations.  
 
Figure 2.  ROS production in TC-tet cells. 
After a 18h-treatment with 0.2 mM iron and 2 mM ascorbate (Fe) and/or 1 mM Trolox 
(Trolox), cells were incubated in the presence of the fluorescent probe CM-H2DCFDA for 
45 min at 37oC.  Untreated cells served as controls (CTR).  Fluorescence intensity was 
quantitated and expressed as arbitrary unit.  Results represent the means ± SEM of 25 to 41 
cells selected randomly in 6 to 7 microscopic fields.  ANOVA: p < 0.001 followed by 
Tukey post hoc test #: p < 0.0001 vs CTR. 
 
Figure 3.  Lipid peroxidation markers in TC-tet cells.  
After a 2h (A,C) or a 18h (B, D) treatment with 0.2 mM iron and 2 mM ascorbate (Fe) 
and/or 1 mM Trolox (Trolox), cells were collected and assessed for malondialdehyde 
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(MDA) and 4-hydroxynonenal bound to proteins (HNE-P) cell contents as described in the 
MATERIALS AND METHODS section.  Untreated cells served as controls (CTR).  Data 
represent means ± SEM of 3 separate experiments.  #: p < 0.001; £: p < 0.0001 vs CTR 
using ANOVA and Tukey post hoc tests. 
 
Figure 4.  Arachidonate levels in TC-tet cells.  
After a 18h-treatment with 0.2 mM iron and 2 mM ascorbate (Fe) with or without 1 mM 
Trolox (Trolox), cells were collected and fatty acids assayed by gas liquid chromatography 
after direct trans-esterification.  Untreated cells served as controls (CTR).  Results are 
means ± SEM of 3 separate experiments and expressed as M/mg of cellular total protein 
content. *: p < 0.05 vs CTR using ANOVA followed by Tukey post hoc tests. 
 
Figure 5.  Endogenous antioxidant status in TC-tet cells.  
(A) The GSH-to-GSSG ratio, (B) the activity of mitochondrial superoxide dismutase (Mn-
SOD) and (C) Catalase (CAT) were measured following a 18h-incubation with 
iron/ascorbate (Fe) in the absence or presence of Trolox (Fe/Trolox) as described in the 
MATERIALS AND METHODS section.  Untreated cells served as controls (CTR).  Data 
represented means ± SEM of 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs CTR; #: p < 0.001 vs 
CTR using ANOVA followed by Tukey post-tests. 
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Figure 6.  Glucose-stimulated insulin secretion in TC-tet cells.  
After a 2 (A) or 18h (B)-incubation with iron/ascorbate (Fe), insulin secretion in response 
to 4, 6, 10, 16 or 20 mM glucose was measured as described in the MATERIALS AND 
METHODS section.  Control cells (CTR) represent untreated cells.  Results presented are 
means ± SEM of triplicate coming from 3 separate experiments. *: p < 0.05; **: p < 0.01; 
***: p < 0.001 vs CTR using unpaired Student t tests. 
 
Figure 7. Effect of iron/ascorbate on glucose-stimulated insulin secretion and intracellular 
insulin content.  
TC-tet cells were incubated in various conditions without any agent at 4 and 16 mM 
glucose followed by the addition of iron/ascorbate (Fe) or Trolox (Trolox) and both agents.  
The insulin secretion profile after 2h (A) or 18h (B) incubation is illustrated for 3 
independent experiments, n = 6 per group.  Intracellular insulin contents were measured in 
the same conditions after cell incubations for 2 (C) or 18h (D).  Intracellular insulin levels 
were determined according to the MATERIALS AND METHODS section and levels of 
secreted insulin were analysed in relation with the intracellular insulin contents.  Results are 
means ± SE from 3 separate experiments, n = 3 per group. #: p < 0.0001 vs 4 mM glucose; 
@: p < 0.01 or ***: p < 0.001 vs (4 mM glucose + Fe); $: p < 0.01 or £: p < 0.0001 vs (16 
mM glucose + Fe) using ANOVA followed by Tukey post hoc tests. 
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Figure 8.  ATP-to-ADP ratio in TC-tet cells.  
Intracellular levels of ATP and ATP were assessed in TC-tet cells as described in 
MATERIALS AND METHODS.  Cells were incubated for 18h with 0.2 mM iron and 2 
mM ascorbate (Fe) with or without 1mM Trolox (Trolox).  Untreated cells served as 
controls.  Results are means ± SEM, n = 6 wells per group. **: p < 0.01 vs CTR using 
ANOVA followed by Tukey post hoc tests. 
 
Figure 9.  IB degradation and NF-B activation in TC-tet cells.  
After a 18h-treatment with 0.2 mM iron and 2 mM ascorbate (Fe) with or without 1mM 
Trolox (Trolox), cells were collected and lysed in protein extraction buffer.  Untreated cells 
served as controls (CTR).  Fifty μg of protein were applied on a SDS-PAGE and 
immunoblotted as described in MATERIALS AND METHODS.  The ratio NF-B to IB 
was calculated.  Results represent means ± SEM of 3 separate experiments. **: p < 0.01 vs 
CTR using ANOVA and Tukey post hoc tests. 
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FIGURE 9 
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6 DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
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La compréhension de la physiopathologie de la FK a connu un grand essor au cours 
des dernières décennies qui s’est traduit par une augmentation significative de l’espérance 
de vie des patients. Malgré une atteinte multi-organes, la physiopathologie de la FK repose 
grandement sur la manifestation d’évènements inflammatoires et oxydants qui contribuent à 
la progression de la maladie et favorisent le développement de complications. L’association 
entre l’inflammation et le stress oxydant dans l’apparition du CFRD est fortement suggérée, 
cependant la cinétique, le mode d’action de ces deux composantes, les mécanismes et leur 
synergie potentielle restent encore mal connus. Nous avons donc considéré le stress 
oxydant en relation avec l’inflammation au cours de la FK afin de clarifier son rôle et leur 
possible interaction dans le développement du CFRD. 
 
L’implication du stress oxydant dans la survenue et l’aggravation des complications 
de la FK a largement été étudiée au cours de la réponse immunitaire, participant à la 
destruction du tissu pulmonaire qui est initiée par l’inflammation suite à l’infection 
bactérienne des voies respiratoires [445]. De manière générale, le processus inflammatoire 
semble s’établir selon la séquence d’évènements suivants : 1) la viscosité du mucus 
bronchique empêche l’élimination des bactéries inhalées [446]; 2) le dysfonctionnement du 
canal du CFTR augmente la teneur en Cl-, responsable de l’inactivation des peptides 
antibactériens (-défensines et cathélicidines) présents dans les voies respiratoires [71]; et 
3) la prolifération bactérienne qui s’en suit induit une activation des cellules immunitaires 
afin de combattre l’infection [447] mais qui finit par déclencher l’inflammation. La réponse 
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inflammatoire constitue un moyen central de protection contre l’action des bactéries, et le 
début du processus se caractérise d’abord par un équilibre naturel entre les cytokines pro- et 
anti-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires stimulent les défenses immunitaires 
dans le but de combattre les bactéries par différents moyens impliquant la production de 
RONS et d’enzymes protéolytiques [128, 129, 289]. Les cytokines anti-inflammatoires 
permettent quant à elles de limiter les effets délétères de l’inflammation en induisant 
l’apoptose des cellules immunitaires activées [448]. De manière générale, un déséquilibre 
au niveau de la balance entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires, en faveur des 
premières, favorise l’installation d’un stress oxydant.  
 
L’implication directe du stress oxydant dans la maladie pulmonaire durant la FK a 
largement été démontrée [292] avec la diminution des niveaux de glutathion dans les 
fluides bronchiques [292, 438]. Le glutathion est un élément important dans l’atténuation 
des effets néfastes des RONS et la régénération des principales vitamines antioxydantes 
(l’ascorbate et l’-tocophérol) [293] dont l’absorption est diminuée au cours de la FK 
[267]. Ce déficit en glutathion augmente le stress oxydant avec par exemple l’oxydation des 
protéines et la peroxydation lipidique [449]. Une peroxydation lipidique chronique a été 
démontrée par l’augmentation des niveaux de HNE et d’isoprostanes dans l’air expiré [309, 
332, 436] et les lavages broncho-alvéolaires [310, 335] de patients; des molécules connues 
pour inhiber la synthèse de glutathion [306], stimuler l’inflammation [305] et inhiber 
l’activation de Nrf2 dont le rôle est important dans la réponse antioxydante [307].  Une 
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augmentation de la concentration d’H2O2 intracellulaire dans les cellules épithéliales 
fraîchement isolées de trachées des souris Cftr-/- a été également récemment rapportée 
[450]. Enfin, une production élevée de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) a été 
décrite dans le poumon [451] et la présence de plusieurs molécules pro-inflammatoires 
comme les prostaglandines, les thromboxanes et les leukotriènes a également été démontrée 
dans l’air expiré [452] et des lavages broncho-alvéolaires [453] de patients FK.  La 
production chronique de telles molécules pro-inflammatoires est au cœur de l’activation de 
la cascade de signalisation cellulaire impliquée dans l’exagération de l’inflammation, 
l’augmentation du stress oxydant et ultimement l’apoptose [142]. 
 
6.1 STRESS OXYDANT ET CFRD 
 
La manière dont le stress oxydant influence le développement du CFRD demeure 
encore mal documentée dans la physiopathologie de la FK. Cependant, la mise en évidence 
et l’importance de la manifestation d’un stress oxydant chronique, tel qu’établi au niveau 
pulmonaire, laisse suggérer un potentiel lien entre les évènements oxydatifs et la 
destruction des cellules . De plus, il a été démontré que la survenue du CFRD est 
fortement associée à une détérioration de la fonction pulmonaire [23] qui est une 
conséquence directe du stress oxydant sur le tissu pulmonaire [454]. Par ailleurs, 
l’administration de traitements à base d’antioxydants améliore la fonction pulmonaire chez 
les patients FK [434] tout comme le traitement du CFRD améliore la fonction pulmonaire 
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[388]. Chez les patients diabétiques (type 1 et 2), la condition d’hyperglycémie engendre 
très souvent une détérioration de la fonction pulmonaire qui peut être restaurée par la prise 
d’antioxydants [455-457]. Puisque les produits dérivés du stress oxydant sont capables 
d’atteindre des organes distants du lieu de production et affecter leur fonctionnement [458], 
il est donc possible que certains sous-produits du stress oxydant émanant des poumons 
puissent atteindre le pancréas endocrine et exercer des effets néfastes 
 
Par ailleurs, il a été démontré que la réponse inflammatoire anormale dans la FK 
n’est pas nécessairement associée à l’infection bactérienne [270, 271] puisqu’elle peut être 
présente chez des nourrissons sans infection patente [19]. Le dysfonctionnement du CFTR 
causé par la présence d’une mutation sévère comme celle du F508 [272] est associé à une 
amplification des processus inflammatoires [459, 460], même en absence de bactéries.  
 
D’autre part, chez le patient FK et malgré l’absence de corrélation génotype-
phénotype clairement établie dans la maladie, l’homozygotie pour la mutation F508 est 
fortement associée à l’insuffisance pancréatique et à l’apparition de fibrose pancréatique 
[18, 37-39]. L’insuffisance pancréatique étant étroitement associée à la survenue du CFRD 
[41, 461, 462], il semblerait que l’extension de la fibrose pancréatique exocrine jusqu’aux 
cellules endocrines soit associée à la perte progressive des cellules insulaires [463] et à 
l’apparition des troubles du métabolisme du glucose [396, 407, 464]. 
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Afin de mieux comprendre la relation existant entre le stress oxydant et la survenue 
du CFRD durant le développement de la FK, le premier volet de nos travaux a consisté à 
évaluer le rôle du stress oxydant dans les étapes précoces de l’altération du métabolisme du 
glucose. Il est important de garder à l’esprit qu’une des difficultés essentielles pour répndre 
à cette question est l’absence de modèle animal approprié. En effet, parmi les modèles 
animaux disponibles pour étudier la FK, des modèles murins exclusivement, certains 
miment la pathologie respiratoire mais aucun ne semble présenter d’atteinte pancréatique 
endocrine similaire à la pathologie humaine observée dans le CFRD. Notre étude a donc été 
réalisée chez des enfants atteints de FK, impliquant bien évidemment des limites 
importantes tant en terme de nature qu’en terme de volume d’échantillons biologiques 
disponibles. Nous avons tout d’abord étudié la présence d’anomalies du métabolisme du 
glucose et leur corrélation avec les niveaux de marqueurs du stress oxydant, puis nous 
avons évalué si le changement de la tolérance au glucose était associé à une détérioration de 
la fonction pulmonaire. La présence d’un stress oxydant étant désormais bien établie dans 
la FK (poumon) mais aussi dans le diabète (hyperglycémie), nous avons examiné l’état 
redox et les marqueurs du stress oxydant durant la phase d’intolérance au glucose dans une 
population pédiatrique atteinte de FK. La mesure des niveaux de glutathion (oxydé et 
réduit) a été retenue comme un élément clé de la défense antioxydante puisque, comme 
nous l’avons mentionné auparavant, son déficit est capable d’engendrer des changements 
dans les niveaux des autres antioxydants et d’induire des dommages oxydants au niveau 
cellulaire [465, 466]. De plus, nous avons choisi d’évaluer le stress oxydant au niveau 
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sanguin par la quantification des adduits HNE-protéines pour les raisons suivantes : (i) leur 
demi-vie et leur stabilité sont supérieures à celles des RONS qui leur ont donné naissance; 
(ii) leur accumulation cellulaire dépend de la susceptibilité de l’organisme à dégrader les 
protéines modifiées [467]; et (iii) ils représentent un biomarqueur fiable du stress oxydant 
[468-470]. En tant que modulateur des voies de transduction du signal, régulateur des 
facteurs de transcription et inhibiteur de l’activité des protéines [468], le HNE pourrait 
jouer un rôle dans le développement de la FK et être impliqué dans le développement du 
CFRD. 
 
Les résultats de notre étude ont confirmé la présence de troubles dans le 
métabolisme du glucose au sein de la population FK pédiatrique tel que rapporté dans les 
études de cohorte impliquant des sujets âgés de plus de 10 ans [471]. La mutation F508 
était certes la plus répandue dans notre population, mais aucune association n’a été établie 
entre l’homozygotie F508 et l’altération du métabolisme du glucose comme l’ont suggéré 
certaines études [461, 462]. L’association entre le CFRD, l’insuffisance pancréatique [464] 
et la présence de la mutation F508 [37, 410, 462] n’a pas été confirmée dans notre étude, 
probablement du fait du faible nombre de patients présentant le diabète. De plus, les 
troubles du métabolisme du glucose n’étaient pas associés à une détérioration des fonctions 
pulmonaires contrairement aux données de la littérature [407]. Il a pourtant été montré 
qu’une glycémie élevée pouvait affecter la fonction pulmonaire en favorisant la croissance 
bactérienne, en altérant la réponse des cellules immunitaires et/ou exagérant la réponse 
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inflammatoire suite à l’infection bactérienne [472]. La détection précoce des troubles dans 
le métabolisme glucidique chez nos patients FK pourrait expliquer leurs fonctions 
pulmonaires ne sont pas encore affectées.  
 
L’évaluation du stress oxydant par les adduits HNE-protéines a montré une 
augmentation du niveau de ce marqueur avec l’altération de la tolérance glucidique (Figure 
2, Article #1). De plus, les patients présentant une intolérance glucidique et ayant reçu une 
intervention nutritionnelle ont vu leurs niveaux d’adduits HNE-protéines diminuer avec un 
retour à la normale de la tolérance au glucose. Par contre, les taux d’adduits HNE-protéines 
sont augmentés chez les patients devenus diabétiques (Table 4, Article #1). Cette 
observation vient appuyer l’existence d’un lien entre l’hyperglycémie et le stress oxydant 
dans la FK. En effet, la corrélation observée entre la glycémie et les niveaux d’adduits 
suggèrent que 16% de l’augmentation du niveau de glucose plasmatique est associé à une 
augmentation des niveaux de HNE-protéines sanguins et donc du stress oxydant. Comme 
nous l’avons présenté au début de ce document, le stress oxydant est un phénomène 
complexe capable d’affecter de nombreuses biomolécules avec des cinétiques différentes. Il 
est donc raisonnable de penser qu’avec l’utilisation d’autres marqueurs ou avec des 
évaluations plus fréquentes, on serait en mesure de mettre en évidence des changements 
dans les niveaux de stress oxydant précédant ceux du métabolisme du glucose dans la FK. 
Néanmoins, de telles démarches peuvent poser des problèmes et des limitations majeurs 
dans le cadre d’investigations chez l’Homme. Des études animales ont montré qu’une 
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administration exogène de HNE pouvait altérer la sécrétion d’insuline induite par le glucose 
[473]. Il est probable que l’augmentation du HNE ait affecté la fonction des cellules  des 
patients ayant participé à l’étude mais pas suffisamment pour induire une insulinopénie 
franche. Il est également intéressant de noter que l’augmentation des niveaux de HNE-
protéines survient de manière concomitante à la diminution des niveaux plasmatiques 
d’acides gras polyinsaturés n-6, particulièrement l’acide arachidonique (14%), confirmant 
la peroxydation lipidique suite au stress oxydant (évalué par le HNE, issu de la 
peroxydation des AGPI n-6) et l’implication de ce dernier dans la diminution de la 
sensibilité à l’insuline. 
 
Parallèlement à l’augmentation des niveaux de HNE-protéines, nous avons observé 
une tendance à élévation des niveaux de GSH dans les érythrocytes avec l’apparition du 
CFRD (Table 3, Article #1). Une augmentation similaire du contenu lymphocytaire en GSH 
a été montré chez des patients FK en présence d’infections pulmonaires [474]. Par 
conséquent, on peut dire que la production de GSH est accrue dans ces cellules en réponse 
à l’inflammation chronique et à l’augmentation du stress oxydant, deux composantes inter-
reliées qui participent certainement à l’apparition et au maintien de l’altération de la 
tolérance au glucose durant la FK. Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la 
synthèse de GSH n’est pas affectée, mais c’est plutôt sa distribution tissulaire qui a été 
trouvée perturbée par la présence d’une protéine du CFTR non fonctionnelle [475]. Nos 
résultats montrent que l’élimination urinaire du HNE évaluée par son principal métabolite, 
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le DHN-MA [315], est diminuée avec l’intolérance au glucose. Des études réalisées chez 
l’animal ont quant à elles montré une augmentation des niveaux de DHN-MA en présence 
de stress oxydant [476]. La diminution des niveaux urinaires de DHN-MA dans notre étude 
pourrait être associée à une mauvaise distribution inter-organes du GSH du fait de la 
présence d’une protéine dysfonctionnelle du CFTR au sein d’organes fortement exposés au 
stress oxydant. À la lumière de ces résultats, il est donc possible que l’augmentation du 
stress oxydant perturbe la fonction pancréatique, surtout la sécrétion de l’insuline, en 
causant une hyperglycémie responsable de la formation d’adduits HNE-protéines et de 
l’augmentation de l’inflammation durant la FK. La faible disponibilité et un déséquilibre 
dans la distribution inter-organes du GSH peut réduire sa conjugaison avec le HNE pour 
former, via la voie des mercapturates, le DHN-MA. Il est alors possible d’envisager que le 
HNE puisse se lier majoritairement aux protéines pour former des adduits avec des 
conséquences fonctionnelles associées au développement du CFRD. 
En conclusion, le premier volet de notre étude chez des enfants confirme 
l’importance du test de tolérance au glucose dans la détection des anomalies de tolérance au 
glucose chez les patients atteints de FK. De plus, cette étude démontre un lien direct entre 
la glycémie et le stress oxydant durant la FK. Le HNE constitue un excellent biomarqueur 
du stress oxydant et les niveaux sanguins de HNE-protéines sont modulés par la tolérance 
au glucose chez les patients FK. La tendance à l’augmentation du glutathion dans les 
érythrocytes témoigne de son importance dans la lutte contre les dommages du stress 
oxydant afin de maintenir un équilibre redox optimal. Une mauvaise distribution du 
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glutathion causée par le mauvais fonctionnement de la protéine du CFTR pourrait favoriser 
la formation d’adduits HNE-protéines et réduire l’excrétion urinaire de DHN-MA. Des 
études de cohorte orientées vers l’analyse de l’impact de l’intervention nutritionnelle envers 
la progression du CFRD demeurent nécessaires. 
 
6.2 STRESS OXYDANT ET SÉCRÉTION D’INSULINE 
 
Le deuxième volet de nos travaux a consisté à clarifier notre compréhension des 
mécanismes impliquant le stress oxydant dans l’altération de la sécrétion d’insuline au 
niveau de la cellule pancréatique . La sécrétion d’insuline est un processus physiologique 
qui repose sur l’accomplissement des étapes suivantes : 1) l’entrée du glucose dans la 
cellule; 2) le métabolisme du glucose via la voie de la glycolyse; 3) une augmentation du 
ratio ATP/ADP cytosolique; 4) la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants; 5) 
l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants; et 6) l’exocytose des granules 
d’insuline au niveau du RE [370-372]. Au cours de ces processus, les mécanismes 
d’ouverture et de fermeture des canaux sont influencés par l’état redox intracellulaire, 
notamment les concentrations de GSH et de NAD(P)H, puisque leur diminution perturbe la 
sécrétion de l’insuline [477, 478]. De manière générale, on pense que le stress oxydant 
affecte la sécrétion d’insuline en endommageant directement les lipides et protéines 
membranaires ainsi que la structure de l’ADN au sein de la cellule  [479] ou en induisant 
indirectement une baisse de la synthèse des nucléotides essentiels (NAD(P)H et ATP) dont 
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les concentrations régulent l’activité des canaux ioniques [375]. Des études réalisées in 
vitro montrent que le stress oxydant influence la sécrétion de l’insuline en interférant avec 
les flux calciques intracellulaires [480]. L’usage de vitamine E et de N-acétyl-cystéine 
(NAC) comme thérapie antioxydante dans les diabètes de type 1 et 2 ayant montré des 
effets bénéfiques dans la sécrétion de l’insuline [443], il devient clair que le maintien de 
l’équilibre de la balance oxydants/antioxydants est crucial pour un fonctionnement optimal 
de la cellule . 
 
Nous avons donc étudié l’impact du stress oxydant comme facteur clé de la  
sécrétion de l’insuline. Étant donné l’absence d’un modèle animal présentant un phénotype 
d’atteinte pancréatique endocrine associé à la fibrose kystique similaire à ce qui est observé 
chez l’Homme, nous avons travaillé sur un modèle murin de cellules pancréatiques , les 
cellules TC-tet. Ces cellules sont dérivées de souris transgéniques exprimant l’antigène 
SV40T (Tag) sous le contrôle des gènes régulés par la tétracycline (leur croissance pouvant 
être stoppée en réprimant le Tag en présence de tétracycline) [481]. Les cellules TC-tet 
consistent en une lignée de cellules tumorales capables de répondre à la grande majorité de 
stimuli physiologiques impliqués dans la sécrétion d’insuline [481]. Ces cellules sont 
également reconnues pour maintenir une grande capacité de sécrétion d’insuline même en 
présence de faibles concentrations de glucose [444]. Nos conditions expérimentales 
représentent des conditions de challenge oxydant plus ou moins long, qui consistent à 
soumettre les cellules à une charge oxydante puis à évaluer les conséquences cellulaires 
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telles que la sécrétion d’insuline, l’oxydation des macromolécules cellulaires. Elles 
constituent ainsi un bon moyen d’évaluer les capacités d’adaptation, les défenses 
antioxydantes et leurs limites. Au-delà de l’artifice expérimental, il est important de 
considérer que ces expériences permettent de simuler certaines situations physiologiques 
puisque les cellules pancréatiques sont susceptibles d’être soumises à un stress oxydant 
intense avec de fortes augmentations de RONS. Le système pro-oxydant que nous avons 
choisi pour engendrer le stress oxydant est celui du mélange (fer-ascorbate). Comme 
mentionné plus haut dans ce document (sections 1.2.3.3.6 et 1.2.6.1), les métaux de 
transition tels que le fer sont connus pour jouer un rôle de catalyseur dans le processus 
d’oxydation des macromolécules biologiques, comme les protéines, l’ADN et les lipides 
[482]. Dans le cas des lipides, leur oxydation est induite par la formation d’HO• via la 
décomposition d’H2O2 (réaction de Fenton), qui réagit ensuite avec les AGPI afin d’initier 
la peroxydation lipidique [483] avec une cascade de réactions (Figure 20). En vertu de son 
faible potentiel redox, l’ascorbate réduit facilement le fer en lui cédant un électron, 
permettant ainsi la régénération du système [484, 485]. Divers travaux ont d’ailleurs 
souligné l’importance de la combinaison entre l’ascorbate et différents métaux dans 
l’oxydation des AGPI [234, 486] et dans la dégradation des composantes alimentaires 
[487]. Ce modèle de challenge oxydant (fer-ascorbate) a été utilisé dans plusieurs études 
réalisées au laboratoire particulièrement le cadre d’investigations sur les cellules 
intestinales [483, 488]. 
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6.2.1 Stress oxydant, peroxydation lipidique et sécrétion d’insuline 
 
Après vérification et validation du challenge oxydant au niveau des cellules TC-
tet, nos résultats ont mis en évidence que l’exposition de la cellule  au complexe (fer-
ascorbate): 1) induit un processus de peroxydation lipidique; 2) augmente la sécrétion 
basale d’insuline; 3) diminue la réponse de la sécrétion d’insuline induite par le glucose; et 
4) n’affecte que légèrement la synthèse de novo de l’insuline. 
 
La présence du mélange (fer-ascorbate) dans le milieu de culture a entraîné une 
peroxydation lipidique marquée dans les cellules TC-tet, fort probablement par 
l’oxydation des AGPI membranaires de la série n-6, avec une forte incidence sur l’acide 
arachidonique. Cette peroxydation est parallèle à une augmentation des niveaux d’adduits 
HNE-protéines et de MDA (Figure 3, Article #3), deux marqueurs reconnus dans la mesure 
du stress oxydant [311, 483] et associés à la peroxydation des acides gras n-6. La mesure de 
la stimulation de la sécrétion de l’insuline par le glucose, avec une gamme de 
concentrations allant d’une valeur de glycémie basale à jeun (4 mM) à un niveau supra-
physiologique (20 mM), a permis de montrer que le mélange oxydant augmente la réponse 
sécrétoire des cellules TC-tet en présence de concentrations de glucose basale. Par contre, 
on assiste à une altération du profil de sécrétion de l’insuline avec l’augmentation de la 
concentration de glucose (Figure 6, Article #3). De plus, l’analyse du contenu cellulaire en 
insuline a permis de montrer que le fer-ascorbate affecte uniquement le processus de 
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sécrétion et non la synthèse de l’hormone par les cellules TC-tet (Figure 7, Article #3). 
Dans cette étude, l’augmentation des niveaux des marqueurs de la peroxydation lipidique et 
la déplétion en acides gras ont pu être réduits par le traitement des cellules avec le Trolox, 
un puissant antioxydant et analogue de la vitamine E. La présence du Trolox a également 
permis de neutraliser les effets néfastes du fer-ascorbate sur la sécrétion d’insuline, 
permettant aux cellules TC-tet une réponse sécrétoire proportionnelle à la concentration de 
glucose dans le milieu. Nous avons donc pu établir que le mélange oxydant influence la 
sécrétion de l’insuline par les cellules , très probablement par une accumulation 
intracellulaire d’H2O2 et la production d’HO
• qui vont initier la peroxydation lipidique. Le 
Trolox, bien que dérivé de la vitamine E, n’est pas liposoluble. C’est un antioxydant 
hydrosoluble qui franchit très peu la membrane plasmique et qui par conséquent, exerce son 
activité de piégeur des RONS produits localement, principalement au niveau 
extracellulaire. Nos résultats montrent qu’il diminue significativement la production 
extracellulaire de RONS en limitant l’initiation de la peroxydation lipidique (Figure 3, 
Article #3).  Cependant, l’utilisation d’une sonde intracellulaire sensible aux RONS montre 
que le Trolox inhibe également la production intracellulaire d’H2O2, probablement en 
limitant son passage au niveau de la membrane plasmique (Figure 2, Article #3). Le 
traitement antioxydant à base de vitamine E a souvent été suggéré dans le diabète afin de 
réduire les évènements oxydatifs associé à cette condition. Par son caractère lipophile, la 
vitamine E agit efficacement pour inhiber la production intracellulaire de RONS. 
Cependant, le Trolox nous démontre qu’en agissant de manière extracellulaire, il est 
capable non seulement de réduire la peroxydation lipidique membranaire mais de limiter 
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également la diffusion des RONS à travers la membrane cellulaire. La co-administration de 
Trolox et de vitamine E pourrait représenter une avenue thérapeutique dans la lutte contre 
les effets néfastes du stress oxydant. Cet aspect sera d’ailleurs discuté dans le dernier 
chapitre des perspectives de ce travail. 
 
Dans la cellule , la mitochondrie joue un rôle important dans la génération des 
signaux qui régulent le couplage du métabolisme du glucose et la sécrétion d’insuline [489, 
490]. La synthèse mitochondriale d’ATP est un processus requis pour l’exocytose des 
granules d’insuline, mais ce processus est à l’origine d’une importante fuite d’électrons au 
sein de la chaîne respiratoire, fuite qui est fortement associée à la production de RONS 
[491]. La cellule  ayant une défense antioxydante relativement faible [492], elle doit en 
permanence ajuster ses défenses antioxydantes endogènes relativement au niveau des 
RONS puisqu’une augmentation chronique de ces derniers endommage l’ADN 
mitochondrial dans la pathologie du diabète de type 2 [377, 493]. De manière générale, la 
cellule  tente de se protéger contre les dommages du stress oxydant en activant des 
facteurs de transcription sensibles à l’état redox, notamment Nrf2, qui vont induire la 
synthèse des principales enzymes antioxydantes [252, 494]. Il est donc important de garder 
à l’esprit que la cellule  contrôle la sécrétion d’insuline induite par le glucose en assurant 
un équilibre optimal entre la production de RONS (endogène) et l’ajustement de la défense 
antioxydante à travers l’activation des voies de signalisation sensibles à l’état redox [494]. 
Cette production contrôlée de RONS est nécessaire pour le signal d’exocytose des granules 
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d’insuline puisqu’une augmentation de la synthèse d’enzymes antioxydantes, en réponse à 
une production incontrôlée de RONS, inhibe le processus [246].  
 
L’impact des processus oxydants dans les mécanismes associés à la sécrétion de 
l’insuline dépend de la nature du stress oxydant (endogène ou exogène) et de son intensité 
(aiguë ou chronique). Il a été montré, par exemple, qu’un stress oxydant chronique comme 
c’est souvent le cas dans le cadre du diabète (types 1 et 2), va induire des 
dysfonctionnements dans la cellule  par l’inhibition de certains facteurs de transcription 
tels que Pdx-1 et MafA, impliqués dans la synthèse, la maturation et la sécrétion de 
l’insuline [359, 361]. Par ailleurs, des travaux réalisés in vitro sur la cellule  ont montré 
que le stress oxydant affecte différemment la sécrétion d’insuline dépendamment de la 
concentration en glucose présente dans le milieu. Dans des conditions de glycémie basse ou 
à jeun (2-5 mM), certaines molécules oxydantes comme l’H2O2 agissent comme seconds 
messagers [495, 496] dans le fonctionnement des canaux KATP [497] et calciques [498, 
499]. En effet, il a été montré qu’une production transitoire d’H2O2 induit l’ouverture non 
sélective de canaux calciques au niveau de la cellule , favorise l’entrée de calcium et 
active la sécrétion d’insuline [500, 501]. Dans les mêmes conditions, une production 
prolongée d’H2O2 va plutôt induire l’ouverture des canaux KATP, favoriser la sortie de 
potassium et inhiber la sécrétion d’insuline [502]. Au-delà des concentrations basales en 
glucose, le stress oxydant altère la sécrétion d’insuline en perturbant les flux calciques 
[480], particulièrement par l’inhibition de l’efflux de calcium de la mitochondrie vers le 
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cytosol via le transporteur Na+/Ca2+ [503] dont l’activité régule la durée et l’intensité de la 
sécrétion d’insuline [504]. Il a par ailleurs été montré qu’une accumulation intracellulaire 
de calcium était associée à une augmentation de production d’espèces oxydantes [505]. De 
plus, l’inhibition de plusieurs enzymes clé du métabolisme énergétique (ex : aconitase et 
adénine-nucléotide translocase) par le stress oxydant a été établit depuis longtemps, 
réduisant ainsi la production de molécules d’ATP [506, 507]. Enfin, la diminution des 
niveaux  d’ATP cytosolique altère le fonctionnement de la pompe sarco/endoplasmique 
présente dans le RE, indispensable à l’exocytose des granules d’insuline [508]. Nous avons 
regardé l’impact du stress oxydant sur la sécrétion d’insuline en incubant les cellules 
pendant 2h (stress aiguë) et 18h (stress chronique) avec le mélange fer-ascorbate. Au regard 
des autres études de la littérature, nos travaux semblent les premiers avec des temps 
d’incubation de 18h. Ils montrent qu’un stress oxydant chronique altère la sécrétion 
d’insuline dans des cellules TC-tet en diminuant la synthèse d’ATP (Figure 9, Article #3). 
 
6.2.2 Stress oxydant, réponse antioxydante et inflammation 
 
La deuxième étape de cette partie du travail a consisté à vérifier l’influence du stress 
oxydant sur les réponses antioxydantes et inflammatoires des cellules TC-tet. Une 
surproduction de RONS dans des conditions de challenge oxydant et d’inflammation est 
associée à un profond dysfonctionnement de la cellule  [509] et à l’initiation de 
mécanismes de réponse au stress tels que l’apoptose [510]. Dans ces conditions, la capacité 
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antioxydante de la cellule  même si elle peut être considérée comme relativement faible, 
s’avère essentielle, non seulement pour le maintien du statut redox intracellulaire, mais 
aussi pour le maintien d’une sécrétion optimale d’insuline. L’étude de la relation entre la 
fonction de la cellule  et le stress oxydant a, à ce jour, porté particulièrement sur l’action 
de molécules pro-oxydantes sur la sécrétion d’insuline avec des temps d’incubation 
relativement courts [511, 512]. La modulation des mécanismes de défenses antioxydantes 
des cellules  suite à une incubation prolongée en présence d’agents pro-oxydants, a été très 
peu été investiguée. Cependant, cette information et la compréhension des phénomènes 
impliqués sont d’autant plus pertinents dans le contexte du développement de maladies 
chroniques associées au stress oxydant dont fait partie la FK. Étant donné que, suite au 
challenge oxydant tant après 2h que 18h d’incubation, la production de RONS a clairement 
été établie dans les cellules TC-tet avec une peroxydation lipidique, nous avons évalué 
l’effet du fer-ascorbate sur les mécanismes de défenses antioxydantes endogènes, l’état du 
statut redox et sur certains facteurs impliqués dans la génération de l’inflammation sur le 
long terme. 
 
Dans cette étude, nous avons démontré que l’incubation des cellules TC-tet en 
présence d’un mélange oxydant (fer-ascorbate) induit : 1) une augmentation du ratio 
GSH/GSSG; 2) une diminution des activités de la SOD mitochondriale et de la catalase;  3) 
aucun changement dans l’activité de la glutathion peroxydase; et 4) une augmentation de 
l’expression protéique de NF-B de manière proportionnelle à la diminution de celle de 
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IB. Nous avons choisi le ratio GSH/GSSG pour évaluer les effets du fer-ascorbate sur le 
statut redox cellulaire puisque, comme nous l’avons bien présenté précédemment, le 
glutathion est au centre de plusieurs mécanismes importants impliqués dans la défense 
antioxydante; ce ratio est d’ailleurs souvent utilisé comme un indicateur du statut redox 
cellulaire [229, 440]. Nous pensons que l’augmentation du ratio GSH/GSSG (Figure 5A, 
Article #3) constitue un moyen de réponse et d’adaptation de la cellule TC-tet vis-à-vis du 
stress oxydant généré par le fer-ascorbate, la cellule augmentant la synthèse de glutathion 
réduit afin de préserver son statut redox intracellulaire. 
 
Dans la cellule  comme dans un grand nombre d’autres types cellulaires, la réponse 
inflammatoire et le stress oxydant sont contrôlés à travers la régulation d’un facteur de 
transcription central, NF-B. Dans ce processus, l’activation du complexe IB kinase (IK) 
par différents stimuli conduit à la phosphorylation d’IB (inhibiteur cytoplasmique de NF-
B), causant sa dissociation de NF-B et sa dégradation. La perte d’IB permet une 
translocation de NF-B (hétérodimère p50/p65) au noyau, facilitant la transcription de 
protéines pro-inflammatoires [513, 514]. Nous avons donc testé l’expression protéique du 
facteur IB dans les cellules TC-tet dans le contexte du challenge avec le mélange (fer-
ascorbate). Nos résultats démontrent que ce système pro-oxydant est capable de diminuer 
l’expression protéique d’IB, permettant ainsi la libération de NF-B (Figure 9, Article #3) 
et facilitant sa translocation au noyau où il va pouvoir induire la transcription de gènes 
codant pour les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-, IL-6 et IL-8. 
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En résumé, le deuxième volet de cette étude a permis de confirmer la forte 
susceptibilité de la cellule  vis-à-vis du stress oxydant et de mieux comprendre de quelle 
façon les RONS modulent la sécrétion de l’insuline. Cette étude montre clairement que la 
production de RONS représente un processus nécessaire à la sécrétion de l’insuline induite 
par le glucose. Bien que les cellules  soient considérées comme des cellules disposant de 
défenses antioxydantes limitées, l’efficacité de ces systèmes a néanmoins certaines 
capacités pour contenir l’oxydation de ses constituants face à une augmentation d’espèces 
réactives. Au-delà, les dommages oxydants augmentent alors de façon importante et 
témoignent que les défenses antioxydantes sont dépassées. De plus, un lien entre 
homéostasie redox et inflammation n’est pas à exclure dans le contexte du fonctionnement 
de la cellule . Nos travaux sur les cellules TC-tet nous ont permis de conclure qu’un 
stress oxydant chronique affecte premièrement le fonctionnement de la cellule  par une 
dégradation de ses AGPI, surtout ceux de la série n-6, via le processus de peroxydation 
lipidique. Deuxièmement, nous avons révélé que si le stress oxydant favorise la sécrétion 
de l’insuline pour des concentrations basales de glucose, la cellule  devient incapable de 
maintenir une sécrétion d’insuline en présence de stress oxydant soutenu et en réponse à 
des concentrations croissantes en glucose. Finalement, il semble que le stress oxydant altère 
la défense antioxydante endogène avec un impact sur le statut redox qui se traduit par une 
activation de la réponse inflammatoire. Dans nos conditions expérimentales, le stress 
oxydant a affecté l’activité de la CAT et de la SOD mitochondriale, sans effet majeur sur la 
glutathion peroxydase, probablement du fait d’une augmentation de la synthèse du GSH par 
les cellules TC-tet.  
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Les expériences de challenge oxydant mettent donc en évidence une fragilité des 
cellules  lorsqu’elles sont placées dans une situation de stress à long terme. Durant la FK, 
la vulnérabilité des cellules  face au stress oxydant semble accrue à cause des anomalies 
redox induites par l’absence et/ou le dysfonctionnement du canal CFTR. L’on peut donc 
supposer que les cellules ayant un CFTR non fonctionnel subiront plus facilement les effets 
néfastes des ROS en présence du stress oxydant. 
  
En conclusion, nos études ont permis de préciser l’importance du stress oxydant sur 
les étapes précoces de l’altération de la tolérance glucidique au cours de la FK, mais aussi 
d’investiguer les causes probables du dysfonctionnement de la cellule  en présence d’un 
challenge oxydant. Tel que montré dans d’autres contextes cellulaires, selon sa nature et 
son intensité, le stress oxydant peut affecter l’intégrité de molécules cellulaires telles que 
les lipides polyinsaturés ou certaines protéines avec des conséquences fonctionnelles et/ou 
activer certaines voies de signalisation  dont celle du NF-B sensibles à l’état redox, avec 
de façon globale, des effets sur la sécrétion de l’insuline par la cellule . Ce type cellulaire 
dispose de défenses antioxydantes limitées dont l’efficacité pour contenir l’oxydation de 
ses constituants peut être dépassée face à un stress oxydant qui s’établit de manière 
permanente. Nos travaux suggèrent ainsi qu’il peut exister dans le contexte de la FK avec 
une inflammation et un stress oxydant chroniques, une dérégulation de la cellule  
s’exerçant à plusieurs niveaux pouvant conduire au développement du CFRD. De plus, au-
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delà de ces effets qui ont été montrés sur les cellules pulmonaires et maintenant 
pancréatiques, ces processus pourraient affecter de façon similaire d’autres types cellulaires 
exprimant la protéine du CFTR.  
 
Nos résultats suggèrent que la modulation du stress oxydant dans la prise en charge 
thérapeutique du CFRD devrait favoriser les apports en antioxydants exogènes afin de 
limiter des processus d’oxydation jouant un rôle dans la progression de la maladie. Des 
études sur des cellules  provenant de modèles animaux de la FK, bien qu’imparfaites, 
devraient permettre d’élucider plus précisément les mécanismes de la sécrétion de 
l’insuline durant la maladie.  Elles demeurent un outil incontournable dans la 
compréhension de l’impact d’un stress oxydant chronique sur la fonction pancréatique 
endocrine en général et la survenue du CFRD en particulier. 
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7 PERSPECTIVES 
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L’étude des anomalies cellulaires liées au défaut de CFTR a permis au cours des 
deux dernières décennies, de relier cette protéine à de nombreuses fonctions cellulaires. En 
effet, ce canal anionique régulateur de l’activité d’autres transporteurs est représenté au 
carrefour de modules fonctionnels tels que les transports ioniques, l’inflammation, la 
défense antimicrobienne, la synthèse et la sécrétion de mucus, etc. Plusieurs travaux 
soutiennent l’hypothèse selon laquelle le CFTR serait un acteur important de l’homéostasie 
redox [515-517] . Et comme nous venons de le voir à travers notre travail, un lien entre 
inflammation et homéostasie redox n’est pas à exclure dans le contexte du fonctionnement 
de la cellule . Cependant, à ce jour, de nombreuses questions restent posées pour 
comprendre comment l’absence d’un canal anionique de la membrane plasmique peut 
compromettre l’équilibre redox cellulaire, en influant sur des paramètres comme le niveau 
de GSH cellulaire, la sécrétion d’insuline et la production nette de RNOS tels que l’H2O2 
et la formation d’adduits HNE-protéines. Néanmoins, nos résultats suggèrent que la 
modulation du stress oxydant pourrait faire partir de l’approche thérapeutique du CFRD. La 
diminution du glutathion et le stress oxydant bien identifié au niveau pulmonaire chez les 
patients atteints de FK ont d’ailleurs déjà conduit à différents essais thérapeutiques basés 
sur l’utilisation d’antioxydants dans la pathologie pulmonaire.  
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Bilan des essais thérapeutiques avec des traitements antioxydants dans la FK 
 
Principalement, deux types de supplémentations ont été effectués avec des administrations 
par voie orale ou en aérosol. Des essais thérapeutiques visant à augmenter la concentration 
cellulaire de glutathion par supplémentation orale de GSH, ou de précurseurs du GSH tels 
que le NAC et le lactosérum ont été menés dans le cadre de plusieurs études sur des 
patients atteints de FK [518-520] Elles ont montrées que le lactosérum est capable 
d’augmenter le niveau de GSH lymphocytaire et que le NAC a une certaine capacité à 
réduire la production d’IL-8 ainsi que le nombre de neutrophiles dans les expectorations 
des patients. Ces effets n’ont cependant pas été associés à une amélioration significative de 
la fonction pulmonaire.  
 
Par ailleurs, l’administration par aérosol de Nacystelyn (NAL), un antioxydant 
thiolé, n’a pas démontré d’effets bénéfiques sur la fonction pulmonaire mais une 
amélioration de la viscoélasticité du mucus et une diminution des infections [521, 522] Le 
GSH administré par aérosol a donné des résultats encourageants sur la fonction pulmonaire, 
la prise de poids, la réponse immunitaire et la diminution de la charge bactérienne [523-
526]. Cependant, ce type de traitement ne semble pas avoir d’effets sur les marqueurs de 
stress oxydant. 
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Les résultats obtenus au cours de ce travail ont révélé l’existence d’un stress 
oxydant augmenté au cours des changements de tolérance au glucose durant la FK. Ils 
soulignent par conséquent l’intérêt potentiel de traitements antioxydants adaptés afin de 
pouvoir prévenir le développement du CFRD. Depuis plusieurs années, des approches 
thérapeutiques antioxydantes ont été utilisées et développées pour des pathologies 
pulmonaires telles que l’asthme, les maladies pulmonaires obstructives chroniques, le 
syndrome de détresse respiratoire mais aussi un peu dans le cadre de la maladie pulmonaire 
de la FK tel que mentionné précédemment, maladies où le stress oxydant est fortement 
impliqué dans la pathogenèse. Certaines de ces avancées thérapeutiques pourraient être 
envisagées dans l’atteinte pancréatique de la FK, en particulier celles visant à (i) stimuler 
l’expression des systèmes antioxydants, (ii) rétablir l’équilibre redox cellulaire à l’aide 
d’antioxydants, et/ou (iii) limiter la peroxydation lipidique. 
 
1 - Stimuler l’expression d’enzymes antioxydantes : Nrf2 est un des facteurs de 
transcription sensible à l’état redox qui active la transcription de nombreux gènes 
d’enzymes antioxydantes en se fixant sur la/les séquence(s) ARE (Antioxidant Responsive 
Element) au niveau de leur région promotrice. L’activation de Nrf2 pourrait être une 
stratégie thérapeutique intéressante; d’autant plus qu’il existe actuellement un activateur 
pharmacologique de Nrf2 en cours d’évaluation : le CDDO-Im [527, 528] 
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2 - Rétablir l’équilibre redox cellulaire à l’aide d’antioxydants : l’utilisation d’enzymes 
mimétiques ouvre des perspectives intéressantes. Ceci est particulièrement pertinent dans le 
contexte d’un système cellulaire où les capacités antioxydantes sont relativement basses. 
L’étude du fonctionnement des sites catalytiques d’enzymes antioxydantes a conduit au 
développement de petites molécules organiques possédant des propriétés catalytiques 
similaires, molécules appelées enzymes mimétiques. Trois séries de superoxyde dismutase 
mimétiques ont été développées : les ligands macrocycliques, les metallo-porphyrine et les 
salens. Un exemple de ligands macrocycliques est le SOD-M40403, un tampon d’O2 
[529], est actuellement évalué dans plusieurs essais cliniques de phase I et II. Les 
mimétiques de type métallo-porphyrines possèdent une activité SOD et catalase et montrent 
une capacité tampon pour l’O2 [530] le H2O2  [531], l’ONOO [532] et les lipides 
peroxydés [533]. Ces molécules se sont révélées efficaces contre le stress et l’inflammation 
dans plusieurs modèles animaux de maladies humaines [517]. Enfin, les salens possèdent 
une activité tampon pour l’O2, l’H2O2 [534] et l’ONOO [535] et ont montré des 
propriétés protectrices contre le stress oxydant dans plusieurs modèles animaux de maladies 
humaines [517]. Il existe des glutathion peroxydase mimétiques dont la plus étudiée est 
l’Ebselen qui est actuellement en essai clinique de phase II et a également fait la preuve 
d’efficacité dans plusieurs modèles animaux de maladies humaines [536].   
 
De plus, étant donné que la mitochondrie peut potentiellement être un lieu important de 
production de ROS, un certain nombre d’antioxydants cationiques lipophiles (antioxydants 
couplés à des cations lipophiles comme le triphenylphosphonium) ont été développés afin 
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d’être dirigés dans la mitochondrie : la SOD-40403 (MitoSOD), l’Ebselen (MitoPrx), le 
TEMPOL (MitoTEMPOL), l’ubiquinone (MitoQ), la vitamine E (MitoE) et l’acide 
lipoique (MitoLip) [537] MitoQ est d’ailleurs actuellement en phase II d’essais cliniques 
pour la maladie de Parkinson et l’hépatite C.  
 
3 - Limiter spécifiquement la peroxydation lipidique. L’-tocophérol, un antioxydant 
naturel relativement efficace contre la peroxydation des lipides membranaires a été 
considéré depuis longtemps. Cependant, du fait de sa faible vitesse de réaction avec les 
ROS et de sa faible capacité à être recyclé par les systèmes endogènes, d’importantes doses 
sont nécessaires pour qu’il produise un effet antioxydant. De plus, la plupart des patients 
atteints de FK étant carencés en vitamine E, très probablement en raison de la 
malabsorption associée aux dysfonctionnements hépatiques, intestinaux et pancréatiques, la 
supplémentation est déjà courante et aucun effet majeur sur la fonction pulmonaire ou 
pancréatique n’a été rapporté à ce jour. Nos résultats avec le Trolox suggèrent que la 
combinaison de molécules pourrait avoir un intérêt. Par ailleurs, une série de composés, les 
4,6-di-tert-butyl-2,3-dihydro-5-benzofuranols, ont été développés pour palier aux 
limitations cliniques de l’-tocophérol [538]. Des études in vitro ont montré que ces 
composés inhibent la peroxydation lipidique de manière plus efficace que la vitamine E. Le 
BO-653 est d’ailleurs actuellement en phase d’essai préclinique pour des patients souffrant 
de maladie pulmonaire obstructive chronique. 
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Il existe donc une série d’avenues d’explorations pour (i) une meilleure 
compréhension des mécanismes associés au stress oxydant, au dysfonctionnement 
pancréatique et au développement du CFRD dans la FK et (ii) une meilleure prise en charge 
thérapeutique du CFRD. 
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